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流加培養による乳酸菌のエネルギー代謝の制御 
 乳酸菌は、消費した糖の 50%以上を乳酸に代謝するグラム陽性菌として定義される。解糖
系で必要となる NAD+を再生するため、乳酸デヒドロゲナーゼ（LDH）によって乳酸を生産
するが、増殖に伴い蓄積する乳酸が原因で乳酸菌を高濃度まで培養することは難しい。そこ
で、乳酸菌の乳酸生産を抑制することで、産業的意義が大きい高密度培養を目指す。 
第 1 章では、クロレラ粉末を用いて乳酸菌を培養すると、顕著に乳酸生産が抑制されるこ
とを見出した。菌体内代謝解析の結果、アルギニンデイミナーゼ（ADI）経路およびグルタ
ミン酸の脱炭酸反応など、解糖系以外の ATP 生産系が活性化していることが分かった。通
常、これらの経路は培地中のグルコースによる抑制を受ける。しかし、クロレラ粉末の主な
炭素源はスクロースであったため、解糖系の代替となる複数の経路にかかる抑制が軽減され
た。したがって、非グルコース糖源を炭素源として用いることで、解糖系以外の経路にかか
る抑制を回避し、乳酸菌の乳酸生産が抑制されることが示唆された。 
第 2 章では、解糖系以外の経路で ATP を生産するだけでなく、LDH 以外で NAD+を再生
すれば、さらに乳酸生産が抑制できることを示した。スクロースを炭素源とし、かつ解糖
系のフラックスを制限するため、菌体増殖に合わせて徐々に基質を供給する流加培養を採
用した。その結果、スクロースの流加培養によって、複数株で乳酸生産が抑制された。特
に顕著に抑制された Lactobacillus reutei を用いた代謝解析では、ADI 経路による ATP の生
産に加え、マンニトール生産による NAD+再生系の利用が乳酸生産の抑制に関与すること
を明らかとした。以上より、流加培養は ATP 生産および NAD+再生系に占める解糖系以外
の ATP 生産系、LDH 以外の NAD+再生系の寄与を増加させ、各菌株の保有する解糖系や
LDH の代替となる経路の寄与率が増加するほど乳酸生産が抑制されることが示唆された。 
第 3 章では、高密度培養を目指す上では、乳酸生産と同様に、代替経路における副生産
物による阻害が起きないことも重要であると考え、副生成物として水しか生じない NADH
オキシダーゼによる NAD+再生系に着目した。酸素耐性のある Lactobacillus plantarum をモ
デルとして、好気条件下でスクロース流加培養することで、さらなる乳酸生産の抑制を試
みた。また、解糖系で必要となる NAD+を NADH オキシダーゼのみで再生し、乳酸生産を
完全に抑制するため、比増殖速度が乳酸生産および菌体収率に与える影響を調べた。 
最後に、本研究を総括し、今後の展望について述べた。 
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序論 
 
乳酸菌は、古来より発酵乳、チーズ、漬物、醤油など様々な発酵食品に利用
されてきた。また、最近では腸内フローラの改善を介した整腸作用、免疫の活
性化、アレルギーの予防など、新たな生理機能も報告されており、プロバイオ
ティクスとしての需要も高い 1,2)。先進国の急速な高齢化に伴い、近年では平均
寿命だけでなく、健康寿命の延伸が強く求められており、その有力な手段とし
てプロバイオティクスが注目されている。世界のプロバイオティクス市場は
2020 年には 7 兆円に達し、さらには、飼料用のプロバイオティクスも 2016 年
に 1100 億円であったものが 2020 年には 5000 億円を超えると予測されている
3)。乳酸菌の需要は今後もさらに高まると推測されるが、乳酸菌は増殖に伴い
蓄積する乳酸が原因で、高濃度まで培養することは困難である。 
乳酸菌は、消費した糖の 50%以上を乳酸に代謝する通性嫌気性のグラム陽性
菌として定義されている 2,4)。解糖系においてアデノシン三リン酸 （ATP） を
生産し、グリセルアルデヒド三リン酸デヒドロゲナーゼ （GAPDH）の反応で
消費される酸化型のニコチンアミドアデニンジヌクレオチド （NAD+）を、乳
酸デヒドロゲナーゼ （LDH）により、ピルビン酸から乳酸に変換することで
再生する（FIG. 1）。このため、増殖に伴い生産する乳酸が蓄積し、培地中の
pH を大幅に低下させる。pH を制御したとしても、細胞内に存在する乳酸のほ
とんどは解離し、プロトンが生じる。乳酸菌は細胞内の pH を維持するため、
ATP を浪費して細胞外にプロトン放出を行うこととなり、増殖が阻害される。
したがって、pH の低下だけでなく乳酸分子自体も増殖阻害の要因となる 5-7）。 
乳酸による増殖阻害を回避するため、これまでに、生産された乳酸を電気透
析によって除去する方法が開発された 8)。しかし、高額な設備が必要となる上
に、生育に必要なイオン性の成分が乳酸と共に除去されてしまう。また、乳酸
を資化する酵母との混合培養も提案されているが 9,10)、乳酸菌そのものを利用
する場合、酵母との分離が難しく、一般化することは困難である。このよう
に、乳酸蓄積に対する様々な対策が行われてきたが、いずれも蓄積した乳酸を
除去するアプローチである。これに対して本研究では、乳酸菌の乳酸生産を抑
制することで、産業的に広く利用されている菌株を対象とした乳酸菌の効率的
な培養を試みた。 
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まず初めに、本研究では自然界において乳酸菌が生育する環境に着目した。
パスツールが肉汁培地を用いて以来、微生物の研究に液体培地を用いることは
今や常識となっている。しかし、微生物の多くは、水分が少ない環境で生育し
ている。自然界で微生物が生育する環境の多くは液体ではなく、動物や植物の
死骸であり、その後の乾燥により水分が 50%以下にまで減少しても微生物は生
育する。つまり、水分量が高い液体培養は、微生物にとってはむしろ特殊な環
境と言える。また、乳酸菌の場合、自然界における低水分で粘度が高い環境で
は、物質の拡散速度が遅いため、乳酸菌の周辺には生産された乳酸が高濃度で
蓄積することとなる。このような環境において乳酸菌が自滅につながるほどの
乳酸生産を行うとは考えにくく、低水分環境では乳酸生産を抑えた代謝を行っ
ていると仮説を立てた。第 1 章では、様々な粉末状の食品を用いて低水分環境
における乳酸菌の乳酸生産を検証したところ、クロレラ粉末を用いて乳酸菌を
培養すると、乳酸生産が顕著に抑制されることを見出した。しかし、クロレラ
粉末を熱水抽出した上清を培地としたクロレラ液体培地においても、同様に乳
酸生産が抑制されたことから、乳酸生産の抑制は低水分環境ではなく、クロレ
ラ粉末自体に起因することが示唆された。そこで、クロレラ液体培地で培養し
た菌体中の代謝物を分析したところ、解糖系以外の ATP 生産系が活性化してい
ることが示唆された。 
上述したように、そもそも乳酸菌が乳酸を生産するのは、解糖系で ATP を生
産する際に必要な NAD+を再生するためである。したがって、乳酸菌の乳酸生
産を抑制するためには、①解糖系以外の NAD+の消費を伴わない経路で ATP を
生産する、もしくは②LDH 以外の経路で NAD+を再生する必要がある（①②を
以下、代替経路と総称する）。実際に乳酸菌は様々な代替経路を保有している
が、そのほとんどはグルコースによって抑制される 11-18)。例えば、
Lactonacillus sakei はアルギニンデイミナーゼ（ADI）経路を介してアルギニン
から ATP を生産することができるが、グルコース濃度が 5 g⋅L-1 以上の条件下で
は ADI 経路を利用することができない 11)。Lactobacillus 属の一部の乳酸菌で
は、ピルビン酸オキシダーゼと酢酸キナーゼを介して、酢酸を生産する過程で
ATP が生産されるが、これらの酵素についてもグルコース濃度が制限された定
常期で活性化されることが分かっている 15)。Lactococcus lactis はマンニトール
1 リン酸デヒドロゲナーゼ（MTLD）によって NAD+を再生できるが、グルコー
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スなどの六単糖を炭素源として増殖した場合、MTLD の活性は著しく低下する
ことが報告されている 18)。微生物にとってグルコースは最も代謝しやすい炭素
源であるため、乳酸菌においてもグルコースを炭素源とした回分培養が一般的
である。このため、培養のほとんどの区間でグルコース濃度は高く、代替経路
は抑制され、結果として著量の乳酸蓄積を引き起こす要因となる。したがっ
て、乳酸菌の乳酸生産を抑えるためには、グルコースによる代替経路の抑制を
回避することが重要となる。回分培養において、グルコースによる抑制を回避
できる期間は、基質が枯渇する対数後期から定常期にかけてのわずかな時間で
ある。グルコースによる抑制を受けない期間を長時間維持するためには、培地
中のグルコース濃度を常に低く維持する必要がある。回分培養では、培地中の
基質濃度は微生物の消費によって変化するため、制御することは不可能であ
る。そこで、本研究では、菌体増殖に合わせて基質を供給する指数流加培養を
採用した。流加培養では、目標とする比増殖速度に必要な基質量を理論的に算
出し、経時的に適切な基質量を供給することで、実験者が培地中の基質濃度を
一定に制御し、微生物の比増殖速度をコントロールすることができる 19)。第 2
章では、グルコースによる抑制をさらに軽減するため、炭素源をスクロースと
した指数流加培養によって、乳酸菌に乳酸を生産させない培養を試みた。さら
に、合成培地を用いた代謝フラックス解析を行い、乳酸生産が抑制されるメカ
ニズムについても検証した。  
第 3 章では、第 1 章と第 2 章で得られた知見を基に、工業生産を視野に入れ
た流加培養を試みた。解糖系や LDH 以外の代替経路を利用することができれ
ば乳酸生産は抑制されるが、これら代替経路における副産物の蓄積も、乳酸と
同様に増殖に阻害を及ぼす可能性がある 20)。したがって、高密度培養を行う上
では、代替経路における副生成物の生産も回避する必要がある。乳酸菌は様々
な代替経路を保有しているが、その中でも、副生成物が水のみであることか
ら、酸素を受容体とした NADH オキシダーゼによる NAD+再生系に着目した 
15,16)。スクロース流加培養を好気条件下で行うことで、さらなる乳酸生産の抑
制を試みた。工業的な実生産においては、乳酸生産を抑制するだけでなく、よ
り短時間で高濃度の菌体を得ることが望ましい。酵母の場合、解糖系で必要と
なる NAD+を、好気条件下では呼吸代謝によって、嫌気条件下ではアルコール
デヒドロゲナーゼ（ADH）によって再生する。しかし、呼吸代謝もこれまで上
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述した代替経路と同様に、グルコースによって抑制される（クラブトリー効
果）。また、高濃度の糖存在下では解糖系のフラックスが大きくなり、呼吸代
謝のみでは解糖系で必要な NAD+を再生することができない。その結果、好気
条件下であっても ADH による NAD+再生が必要になり、好気発酵が起こる 21 - 
24)。アルコールの生産は、乳酸菌の乳酸生産と同様に、菌体収率の低下を引き
起こす 23,24)。パン用酵母の産業的な培養においては、アルコールの生産が抑制
され、かつ菌体収率が最大となる比増殖速度に設定した流加培養によって、高
密度培養に成功している 21)。そこで、乳酸菌も同様に、比増殖速度が乳酸生産
および菌体収率に与える影響を調べ、乳酸生産が生じない最大の比増殖速度を
求め、効率的な乳酸菌培養を試みた。 
 
 
FIG.1 乳酸菌の解糖系における ATP 生産 
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第 1 章 
スクロースを糖源とする乳酸菌の乳酸生産の抑制 
 
要約 
 
 乳酸菌は糖を乳酸に代謝することによって増殖するが、乳酸の蓄積は増殖阻
害を引き起こす。Lactobacillus paracasei ATCC334 と Lactococcus lactis subsp. 
lactis NBRC12007 はクロレラ培地で培養すると、一般的に乳酸菌培養に用いら
れる MRS 培地における培養と比較して、菌体当たりの乳酸生産量が顕著に低
下した。クロレラ培地の培養液上清を分析したところ、クロレラ粉末に含まれ
ていたスクロースを炭素源として利用したことが乳酸生産の抑制に起因するこ
とを明らかにした。また、GC/MS 分析により Lactococcus lactis subsp. lactis 
NBRC12007 の菌体内代謝物を比較すると、通常グルコースによって抑制され
てしまう Arginine Deiminase Pathway（ADI 経路）とグルタミン酸と GABA の脱
炭酸反応の 2 つの ATP 生産系が活性化されていることが示された。ATP を生産
する過程で NAD+を消費しないこれらの経路の利用が乳酸生産の抑制につな
がったと考察された。 
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1.1 緒言 
 
乳酸菌は増殖に伴い蓄積する乳酸が原因で高濃度まで培養することが難し
い。本章では乳酸菌が自然界で生育する環境に着目した。研究室や工業生産で
は高濃度のグルコースを含む液体培地での培養が一般的であるが、自然界では
植物、果実、穀類、母乳、ヒトや動物の腸管表面などの半固体状の低水分環境
で生育している場合が多い 25)。植物や乳の主な糖はそれぞれスクロースとラク
トースであり、穀類ではデンプンから酵素分解で徐々にマルトースまたはグル
コースが供給される 26,27)。したがって、水分量が高く、かつ、グルコースが高
濃度に含まれる環境は乳酸菌にとって稀である。自然界における低水分で粘度
が高い環境では、物質の拡散が遅いため、乳酸菌の周辺には生産された乳酸が
高濃度で蓄積することとなる。このような環境において乳酸菌が自滅につなが
るほどの乳酸生産を行うとは考えにくく、低水分環境では乳酸生産を抑えた代
謝を行っていると仮説を立てた。そこで、様々な粉末状食品を集めて低水分環
境下で乳酸菌の培養を行ったところ、クロレラ粉末を用いて培養すると、乳酸
菌の乳酸生産が顕著に抑制されることが分かった。この現象は水分量を増加さ
せたクロレラ液体培地においても確認できたため、乳酸生産の抑制は低水分環
境ではなく、クロレラ粉末に起因することが示唆された。第 1 章では、クロレ
ラ粉末が乳酸菌の乳酸生産を抑制させる機構を検証することを目的とした。 
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1.2 実験材料及び実験方法 
 
1.2.1 使用試薬・使用菌株 
1) 使用試薬 
記載のない試薬に関しては富士フイルム和光純薬工業株式会社から購入し
た。 
 
2) 使用菌株 
各菌株（TABLE1-1）は MRS 培地で、それぞれの至適温度にて 18 時間静置
培養し、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）で洗浄した。15%（w/v）glycerol を含
む PBS を添加し、フローズンストックとして−80°C で保存した。PBS の組成は
TABLE1- 2 に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TABLE 1-1 使用菌株と培養温度 
 °C 
Lactobacillus paracasei ATCC 334 37 
Lactococcus lactis subsp. lactis NBRC 12007 30 
Lactococcus lactis IL1403 30 
Lactobacillus reuteri JCM 1081 37 
Leuconostoc mesenteroides subsp. sake NBRC 102481 30 
Lactobacillus plantarum JCM 1149 30 
TABLE 1-2 PBS の組成（pH 7.4） 
 g⋅L-1 
NaCl 8.00 
KCl 0.20 
Na2HPO4 1.40 
KH2PO4 0.24 
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1.2.2 培地作製 
 
1)  MRS 培地 
MRS medium（Becton, Dickinson and Company）をイオン交換水に溶解し、
オートクレーブ滅菌した（121°C, 15 min）。培地組成は TABLE 1-3 に示す。糖
源を変更する場合、TABLE 1-4 の通りに各糖源 20 g⋅L-1 となるように調製し
た。 
 
  TABLE 1-3 MRS 培地組成 
 g⋅L-1 
Glucose 20 
Proteose peptone No. 3 10 
Beef extract 10 
Yeast extract 5.0 
Polysorbate80 1.0 
Ammonium citrate 2.0 
Sodium acetate 5.0 
Magnesium sulfate 0.1 
Manganese sulfate  0.05 
Dipotassium hydrogen phosphate 2.0 
  
TABLE 1-4 糖源を変更した MRS 培地組成 
 g⋅L-1 
BactoTM Peptone (BD) 10 
Beef extract 10 
Yeast extract（オリエンタル酵母） 4.0 
Ammonium citrate 2.0 
Sodium acetate・3H2O 8.3 
MgSO4・7H2O 0.2 
MnSO4・5H2O（ナカライテスク）  0.05 
Dipotassium hydrogen phosphate 2.0 
Tween 80 1.0 
Sugar 20 
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2) 低水分培地 
 TABLE 1-5 に示す培地原料を使用した。50 mL 容サンプルチューブ (Greiner 
bio-one) にγ線滅菌した培地原料と滅菌水を TABLE 1-6 に示した比率で加え、
火炎滅菌したスパチュラで均一になるまで混合した。 
 
3) クロレラ粉末培地 
 クロレラ粉末にその 10 倍量のイオン交換水を加え、攪拌しながら沸騰水浴
中で 15 分間熱水抽出を行った。よく懸濁してネジ付き試験管（φ16 mm×150 
mm）に分注し、オートクレーブ滅菌した（121°C, 15 min）。 
 
4) クロレラ液体培地 
 クロレラ粉末培地を遠心分離（4°C, 8,000 ×g, 5 min）し、上清を回収して粉
末体を取り除いた。回収した上清をさらに遠心分離（4°C, 15,000 ×g, 10 min）
して、上清を回収し、孔径 0.2 μm のフィルター（Sartorius stedim）を用いて濾
過滅菌を行った。 
TABLE 1-5 培地原料 
 製造会社 
脱脂粉乳 (Skimmed milk) 株式会社明治 
小麦粉 (Wheat flour) 日清株式会社 
白糠 (White rice bran) 大関株式会社 
きび粉 (Millet flour) 株式会社半鐘屋 
魚粉 (Fishmeal) ヤマキ株式会社 
小麦ふすま (Wheat bran) 日本製粉株式会社、品番：02P05NOV16 
米粉 (Rice flour) 共立食品株式会社、品番：4901325-115997 
オートミール(Oatmeal) 日本食品製造合資会社、品番：A0060450011 
クロレラ(Chlorella) アースシップ株式会社、品番：chlorellajp-f1k-01 
 
TABLE 1-6 低水分培地組成 
 粉末 1 [g] 粉末 2 [g] 滅菌水 [mL] 
米粉 4 - 4 
きび粉 4 - 4 
白糠  4 - 4 
小麦粉・脱脂粉乳 2 2 6 
小麦ふすま・魚粉  2 2 6 
オートミール 4 - 4 
クロレラ 3 - 4 
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1.2.3 培養方法 
 
1) 前培養  
MRS 培地 5 mL の入ったネジ付き試験管（φ16 mm×150 mm）に、常温にて解
凍したフローズンストックから 5 µL を添加し、各菌株の至適培養温度にて一
晩静置培養した。 
 
2) 本培養 
 本培養液の容量に対して 1%（v/v）植菌した。植菌後、液体培養ではボル
テックスを用いて攪拌、低水分培養では植菌後に火炎滅菌したスパチュラを用
いて攪拌し、各菌株の至適温度にて静置培養を行った。 
 
3) サンプリング 
液体培養では、ボルテックスを用いて混合した後に 1.5 mL 容マイクロチュー
ブに 1 mL 取り、遠心分離後（4°C, 18,000 ×g, 5 min）、上清を新たに 1.5 mL 容
マイクロチューブに回収し、−20°C で保存した。 
低水分培養では、クリーンベンチ内で電子天秤を用いてサンプル約 1 g を 11 
cm× 19 cm の滅菌されたポリ袋 (Interscience) に秤量した。生理食塩水 9 mL を
加えた後、ストマッカーMinimix CC (Interscience) を用いて 4 storkes/s で 30 秒
間懸濁し、生菌濃度、pH、乳酸濃度を測定した。生菌濃度は、懸濁液をマイク
ロチューブに 1 mL を採り、生理食塩水で適宜希釈した後、10 µL を MRS 寒天
培地にスポッティングしたものを 2～3 日間至適温度で培養した後、コロニー
カウントにより算出した。 
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1.2.4 代謝物分析 
1) 菌体濃度の測定 
 サンプルの濁度は、分光光度計 U-1850 (島津製作所) を用いて、波長 660 nm
における濁度を測定した。菌体濃度は OD660=1 の培養液 1 L 中に乾燥菌体が
0.25 g 含まれるとして濁度から求めた。本章で扱う菌体重量は全て乾燥重量で
ある。 
 
2) バイオアナライザーによる測定 
 培地中のグルコース，スクロース、D-乳酸、L-乳酸の濃度測定には、バイオ
センサーBF-5 （王子計測機器）及び対象とする成分の測定に対応する酵素電
極（王子計測機器）を用いた。図表中の示す乳酸濃度は L-乳酸と D-乳酸の総
量から算出した。測定に用いた緩衝液の組成を TABLE 1-7 に示す。乳酸を測定
する場合は、TABLE 1-7 の緩衝液に NAD+およびフラビンアデニンジヌクレオ
チド（FAD）を各々332、42 mg⋅L-1 となるように添加した。遠心分離によって
回収した培養液上清を測定試料とし、測定項目ごとに検量線を作成した。各検
量線範囲内まで適宜希釈した試料を 200 µL～400 µL 入れたサンプルチューブを
セットし、濃度測定を行った。 
検量線は、オートサンプラーに純水と各測定項目の標準溶液を 1 mL 入れた
バイアルをセットし、作製した。グルコースは 10, 20, 30 mM グルコース標準
溶液（王子計測機器）、乳酸は 1, 2 mM D-乳酸および 1, 2 ,5 mM L-乳酸標準溶液
（王子計測機器）を使用した。スクロースはスクロース濃度 10, 20, 30 mM に調
製した溶液を標準溶液として用いた。 
 
TABLE 1-7 緩衝液組成 (pH 7.0) 
 mM 
リン酸ナトリウム 100 
塩化カリウム 50 
アジ化ナトリウム 1 
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3) 糖分析計による測定 
 培地中のグルコース，スクロース、トレハロースは、糖分析計 SU-300（東亜 
DKK）を用いて測定した。糖分析用カラムは PCI-520（陰イオン交換型）を使
用した。緩衝液は 0.2 M 水酸化ナトリウム溶液を用い、0.6 ml⋅min-1で送液し
た。標準液として、20 mg⋅L-1 グルコース、50 mg⋅L-1 スクロース、および 50 
mg⋅L-1 トレハロースを用いた。培養液を遠心分離（4°C, 18,000 ×g, 5 min）した
上清を測定試料とし、標準溶液の濃度を超えないように希釈して測定した。 
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1.2.5 GC/MS 分析による培養上清と菌体内代謝物の分析 
 
1) 培養上清および菌体内中の親水性代謝物の抽出 
 培養上清は、培養液を遠心分離し（4°C, 18,000 ×g, 5 min）、20 μL の上清をマ
イクロチューブに回収した。また、1 mL の混合溶媒（メタノール/ H2O /クロロ
ホルム, 5/2/2 [v /v /v]）および内部標準としてリビトール溶液（0.2 mg⋅mL-1）60 
μL を添加し、混合した。遠心分離後（4°C, 16,000×g, 3 min）、上清 900 μL を新
しいマイクロチューブに移し、400 μL の超純水を加えた。遠心分離後（4°C, 
16,000×g, 3 min）、上層 500 μL を 3 時間遠心乾燥し、一晩凍結乾燥した。 
菌体内代謝物は、約 OD660 = 2 に到達した培養液から遠心分離によって菌体を
迅速に回収し、氷冷した 0.85%(w/v)炭酸アンモニウムで 2 回洗浄した。遠心分
離後、培養上清の分析と同様にペレットを混合溶媒（メタノール/ H2O /クロロ
ホルム）およびリビトール溶液に再懸濁し、同様の操作を行った 28)。 
誘導体化は、ピリジン中の塩酸メトキシアミン 100 μL（20 mg⋅mL-1）を凍結
乾燥サンプルに加え、30�で 90 分間インキュベートし、メトキシ化反応を誘導
した。 次に、50 μL の N-メチル-N-トリメチルシリルトリフルオロアセトアミ
ド（MSTFA）を 2 番目の誘導体化剤として添加し、37°C で 30 分間インキュ
ベートして、シリル化反応を誘導した 29)。 
 
2) 親水性代謝物の GC/MS 分析 
 上述の処理によって調整した凍結乾燥体について大阪大学福崎研究室に
GC/MS 分析を依頼した。GC/MS 分析は、GCMSQP2010 Ultra (島津製作所)を用
いて行い、カラムは InertCap 5MS/NP （0.25 mm I.D. × 30 m, df = 0.25 µm）を使
用した。分析条件は TABLE 1-8 に示す通りである 29)。 
 
 
 
 
 
 
 
TABLE 1-8 GC/MS 条件 
条件項目  
カラムオーブン温度 80 ºC(2 min) - 15 ºC /min - 330 ºC(6 min) 
キャリヤーガス ヘリウム 
インターフェイス温度 200 ºC 
イオン源温度 250 ºC 
測定モード Scan m/z 85-500 
試料導入量 1 µL 
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1.2.6 比増殖速度及び乳酸比生産速度の解析 
 
1) 比増殖速度 (µ) 
 V を培養液の体積 (L)、X を菌体濃度 (g-cellL-1) とすれば、菌体濃度の変化
速度式は(1-1)式で与えられ、これを t = 0 の時 X = X0、V = V0 として積分すると
(1-2)式となるため、t に対して lnVX をプロットしたグラフの傾きから求めた。 
 
dVX
dt
=μVX                         (1-1) 
ln VX − ln V0 X0=μt         (1-2) 
 
2) 比生産速度 (ρ)  
 生産物濃度 P (g�L-1) の増加速度は(1-3)式で与えられる。これを t = 0 の時 P 
= P0、V = V0 として積分すると、ρ が一定であれば(1-4)となるため、∫VXdtに対
して VP をプロットしたグラフの傾きから求めた。∫VXdtは t に対して VX をプ
ロットしたグラフの面積から求めた。 
dVP
dt
=ρVX             (1-3) 
VP-V0P0＝ρ�VXdt                           (1-4)  
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1.2.7 リアルタイム PCR 
 
1) プライマー 
Lactococcus lactis subsp. lactis IL1403, NCDO 2118, CV56 の 3 菌株における
arcA および gapA の塩基配列を Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes：
KEGG より検索した 30)。BLAST（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）より、3
菌株間の配列の相同性が高いことを確認し、Lc. lactis subsp. lactis IL1403 の配列
からプライマー作成ソフト Primer3plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi) を用いて TABLE 1-9 の配列を決定し、プライ
マー合成を株式会社ファスマックに外注した。 
 
2)  RNA 抽出 
培養液に対して 2 倍量の RNA protect bacteria reagent（Qiagen）を加えて迅速
に撹拌した後、5 分間室温で反応させた。遠心分離後（4°C, 8,000×g, 10 min）、
ペーパータオルの上で遠心チューブを逆さに叩いて上清を除去した。そこに、10 
µL⋅mL-1（100 unit⋅mL-1）の mutanolysin（Sigma-Aldorich、M9901-10 KU）及び 30 
mg⋅mL-1 の lysozyme を含む TE buffer pH 7.0（TABLE 1-10 ）を添加して菌体を懸
濁し、10 分おきにボルテックスで混合しながら、30°C で 30 分間溶菌処理し
た。溶菌処理後、RNA 抽出キット RNeasy Mini kit（Qiagen）のプロトコル（4: 
Enzymatic lysis and proteinase K digestion of bacteria）に従って RNA を抽出した。  
 
  
TABLE 1-9 リアルタイム PCR に用いたプライマー配列 
Gene  Primer sequence 
Forward Reverse 
arcA 5´-GCACCCGGTGAAATCGTTAC 5´-TTCACGCCAAAGTGGTTGTG 
gapA 5´-TGCCGCTGATGAAAGCTTTG 5´-TGTCCACCGTCTTTTAGGTCAG 
TABLE 1-10 TE buffer (pH 7.0)の組成 
 g⋅L-1 
Tris  1.21  
EDTA・2Na・2H2O 3.1 
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3) cDNA の合成  
 抽出した mRNA を鋳型とし、PrimeScript RT Master Mix (Perfect Real Time)
（タカラバイオ）のプロトコルに従って reverse transcriptase polymelase chain 
reaction を行い、cDNA を作製した。PCR 条件は FIG. 1-1 に示した。 
 
FIG. 1-1 cDNA の合成条件 
4) リアルタイム PCR 
合成された cDNA を Step one（アプライドバイオシステムズ）にセットして
増幅させた。解析には glycelaldehyde-3-phosphate dehydrogenase （GAPDH）の
発現は条件間で変化がないと仮定し、この遺伝子の発現比を 1 としたときの相
対比として、各遺伝子の発現比を算出した。データの解析には ΔΔCt 法を用い
た 31)。PCR の条件は FIG. 1-2 に示した。 
 
 
FIG.1-2 リアルタイム PCR の条件 
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1.3 結果 
1.3.1 低水分環境における乳酸菌の乳酸生産 
 
低水分環境では物質の拡散が遅く、菌体の周辺には乳酸が高濃度で存在するこ
とになる。したがって低水分環境下における乳酸生産は、液体培養以上に自身の
増殖阻害につながることが予測される。低水分環境では乳酸生産を抑えた代謝を
行っている可能性が高いと考え、低水分培地における乳酸菌の乳酸生産を検証し
た。再現性を高めるため、品質が一定かつ粒径が小さく均一な粉末状の食品を材
料として、小麦粉、脱脂粉乳、セルロース、小麦ふすま、魚粉、オートミール、
きび粉、白糠、クロレラ粉末を用い、Lb. paracasei ATCC334 による乳酸生産を
調べた（TABLE 1-11）。乳酸生産の比較は、乳酸濃度（mg⋅g-material-1）を生菌濃
度（CFU⋅g-material-1）で除した乳酸生産量（pg⋅CFU-1）を指標とした。全ての培
養は少なくとも 2 回以上の実験を行い、再現性を確認した結果を示した。 
増殖に関して、小麦ふすまと魚粉の混合培地（1：1）および小麦粉と脱脂粉乳
（1：1）の混合培地において、1010 CFU⋅g-material-1 を越える高い生菌濃度に到達
した。しかし、菌体当たりの乳酸量はそれぞれ、3.3、3.7 pg⋅CFU-1であり、顕著
な乳酸生産の抑制は確認できなかった。米粉、白糠、およびきび粉を用いた培地
では、培養 48 時間での最終生菌濃度が 1×109 CFU⋅g-material-1 程度にしか到達せ
ず、pH は 4.0 を下回っていた。 
一方、クロレラ粉末培地は 7×109 CFU⋅g-material-1 と良好な生育を示したが、乳
酸濃度は他の培地と比較すると大幅に低い 4 mg⋅g-material-1 で、乳酸量に関して
も 1.0 pg⋅CFU-1 以下と最も低下した。また、他の試験区では培養後の pH 値が 5.0
を下回ったが、クロレラ粉末培地では培養後も pH 5.6 に維持された。増殖の観
点では、小麦ふすまと魚粉や、小麦粉と脱脂粉乳の混合培地が最適であったが、
本研究の目的は乳酸菌の乳酸生産を抑制するとともに、その機構を明らかにする
ことである。また、培地中の栄養源が豊富で、かつ緩衝能が高ければ生菌濃度は
増加するが、乳酸生産が起こればいずれ増殖は停止する。クロレラ粉末培地にお
ける増殖は 1010 CFU⋅g-material-1 には到達しなかったが、乳酸生産量の顕著な低
下は注目に値する。また、水分 51、63、67、70%（w/w）含むクロレラ粉末培地
を用いて、生菌濃度および乳酸生産量を比較したところ、水分量の違いによる有
意な差は生じなかった。したがって、乳酸生産抑制現象は低水分環境ではなく、
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クロレラ粉末自体の性質に起因すると考えられた（TABLE 1-12）。実際に、次項
で示すようにクロレラ粉末培地中の固形分を遠心処理により取り除いたクロレラ
液体培地においても、複数株で低い乳酸量での増殖が確認された。これらの結果
から、以降では固形分を含まず分析が容易なクロレラ液体培地を用いて、乳酸生
産が抑制されるメカニズムを検討した。 
 
 
 
 
  
TABLE 1-11 低水分培地における Lb. paracasei ATCC334 の増殖および乳酸生産 
Materials 
pH Biomass 
[CFU⋅g-material-1] 
Lactate 
[g⋅g-material-1] 
Lactate 
productivity 
[pg⋅CFU-1] 0 h 24 h 
Rice flour 5.8 3.5 1×109 0.02 15 
Millet flour 6.4 3.6 1×109 0.02 15 
White rice bran 6.0 3.5 2×109 0.03 14 
Wheat flour and skimmed milk (1:1) 6.7 4.3 1×1010 0.11  4 
Wheat bran and fishmeal (1:1) 6.1 4.5 3×1010 0.16  3 
Oatmeal 5.8 4.4 3×109 0.012  3 
Chlorella 6.4 5.6 7×109 0.004   0.6 
MRS medium 6.8 4.7 ― ―  9 
TABLE 1-12 クロレラ粉末培地における水分量が増殖および乳酸生産に与える影響 
Moisture content pH Biomass Lactate Lactate productivity 
[%] 0 h 24 h [CFU⋅g-material-1] [g⋅g-material-1] [pg⋅CFU-1] 
51 6.4 5.8 7×109 2.7 0.40 
63 6.4 5.6 7×109 6.5 0.78 
67 6.4 5.6 7×109 4.4 0.63 
70 6.4 5.7 8×109 4.3 0.59 
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1.3.2 クロレラ液体培地における乳酸菌の乳酸生産 
 
研究室保有の産業的に広く利用されている菌株（Lb. paracasei ATCC334 を含
む）を用いて、クロレラ液体培地における 24 時間培養後の増殖と乳酸生産を
検証した。注記のある結果を除いて、全ての培養は少なくとも 2 回以上の実験
を行い、再現性を確認した結果を示した。 
その結果、Lc. lactis NBRC12007 では 1×109 CFU⋅mL-1 程度まで増殖し、Lb. 
paracasei ATCC334 と同様に良好な増殖を示した。また、乳酸生産量も 1.6 
pg⋅CFU-1 となり、6 菌株の中で最も低下する結果となった。他菌株に関して
も、Lc. lactis IL1403, Lb. reuteri JCM 1081, Leuc. mesenteroides subsp. sake NBRC 
102481, Lb. plantarum JCM 1149 のクロレラ液体培地における乳酸生産量は 1～2 
pg⋅CFU-1 に抑制された（TABLE 1-13）。 
クロレラ液体培地において良好な増殖を示した Lb. paracasei ATCC334 と Lc. 
lactis NBRC12007 を用いて、クロレラ液体培地と MRS 培地における増殖と乳
酸生産を比較したところ、両株において、クロレラ液体培地では MRS 培地と
同程度の菌体濃度まで増加した。それにも関わらず、クロレラ液体培地におけ
る乳酸濃度は MRS 培地に比べて一桁低く、クロレラ液体培地における乳酸生
産量は MRS 培地よりも一桁低い 1 pg⋅CFU-1 程度に抑制された（TABLE 1-14）。 
 
※これらの培養は 1 回のみ実施  
 
  
TABLE 1-13 クロレラ液体培地における増殖および乳酸生産 
Strains Biomass [CFU⋅mL-1] 
Lactate 
[g⋅L-1] 
Lactate productivity 
[pg⋅CFU-1] 
Lb. paracasei ATCC 334 9×108 1.8 1.9 
Lc. lactis subsp. lactis NBRC 12007 1×109 1.7 1.6 
Lc. lactis subsp. lactis IL1403※ 1×108 0.2 1.5 
Lb. reuteri JCM 1081※ 5×108 0.7 1.3 
Leuc. mesenteroides subsp. sake NBRC 102481※ 7×107 0.1 0.8 
Lb. plantarum JCM 1149※ 9×108 2.1 2.4 
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TABLE 1-14 クロレラ液体培地と MRS 培地の増殖および乳酸生産の比較 
Strains Medium Biomass pH Lactate 
Lactate 
productivity 
  [CFU⋅mL-1] 0 h 24 h [g⋅L-1] [pg⋅CFU-1] 
Lb. paracasei ATCC334 Chlorella 1×109 6.6 5.2 1.2 1 
 MRS 1×109 6.8 4.7 11  9 
Lc. lactis NBRC12007 Chlorella 6×108 6.6 5.1 0.8 1 
 MRS 1×109 6.8 4.7 7.8 8 
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1.3.3 クロレラ液体培地における培養上清の解析 
 
乳酸生産の抑制に関与するクロレラ液体培地中の成分を調べるため、GC/MS
分析によって乳酸菌の培養前後の上清に含まれる成分を網羅的に解析した。到
達菌濃度が高く、かつ乳酸生産が抑制された Lc. lactis subsp. lactis NBRC12007
をクロレラ液体培地で 48 時間静置培養し、培養前後の培養液中の親水性代謝
物を相対的に比較した。 
その結果、培養によって、グルコース、スクロース、トレハロース、リンゴ
酸、およびニコチンアミドは培養により著しく減少したが、乳酸、アデニン、
ヒポキサンチン、アスパラギン酸、グリシン、ニコチン酸、およびオルニチン
は増加した（TABLE 1-15）。培養前後に増減した物質の中から、まず増殖基質
と成り得るスクロースとトレハロースに着目した。実際に、糖分析計を用いて
クロレラ液体培地に含まれる糖を分析したところ、スクロースが約 2 g⋅L-1 が含
まれていた。Lc. lactis NBRC12007 を 24 時間培養したところ、 スクロース濃度
は 0.8 g⋅L-1 に減少し、乳酸は 1.2 g⋅L-1 生産された。グルコースは 0.05 g⋅L-1 以下
しか存在せず、トレハロースは検出限界以下であった。この結果から、クロレ
ラ液体培地において乳酸菌はスクロースを炭素源として増殖したことが、乳酸
生産の抑制と関与していることが示唆された。 
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TABLE 1-15 Lc. lactis NBRC 12007 の培養上清中の親水性代謝物の相対値比較 
Compounds Lc. lactis NBRC12007 No inoculation 0 h 48 h 0 h 48 h 
3-Hydroxybutyric acid 0.010 0.010 0.010 0.010 
4-Aminobutyric acid 0.019 0.473 0.016 0.018 
Adenine 0.015 0.040 0.017 0.028 
Alanine 3.180 3.598 3.303 3.123 
Asparagine 0.044 0.037 0.042 0.043 
Aspartic acid 0.177 0.287 0.187 0.179 
Galactose, Glucose 0.069 0.000 0.001 0.002 
Glucose 0.376 0.001 0.006 0.014 
Glutamic acid 0.881 0.744 0.916 0.893 
Glyceric acid 0.013 0.024 0.013 0.030 
Glycine 0.368 0.632 0.348 0.388 
Glycolic acid 0.029 0.034 0.026 0.041 
Guanine 0.004 0.011 0.004 0.007 
Histidine 0.125 0.135 0.123 0.128 
Homoserine 0.058 0.063 0.060 0.056 
Hypoxanthine 0.000 0.153 0.000 0.000 
Inositol 0.731 0.767 0.753 0.819 
Isocitric acid, Citric acid 0.052 0.001 0.013 0.016 
Isoleucine 0.392 0.401 0.406 0.375 
Lactic acid 0.535 2.925 0.181 0.194 
Leucine 0.504 0.627 0.493 0.427 
Lysine 0.851 0.818 0.880 0.868 
Malic acid 0.123 0.056 0.124 0.131 
Methionine 0.140 0.141 0.147 0.132 
Nicotinamide 0.064 0.002 0.064 0.071 
Nicotinic acid 0.000 0.093 0.000 0.002 
Ornithine 0.072 0.762 0.058 0.063 
Phenylalanine 0.137 0.155 0.133 0.123 
Phosphoric acid 1.187 1.982 0.996 1.861 
Proline 1.391 2.028 1.679 1.235 
Pyroglutamic acid 0.251 0.243 0.221 0.285 
Serine 0.187 0.225 0.188 0.156 
Spermidine 0.039 0.039 0.047 0.125 
Succinic acid 2.177 2.217 2.211 2.259 
Sucrose 1.880 0.004 1.904 1.966 
Threonic acid 0.264 0.295 0.262 0.485 
Threonine 0.323 0.385 0.341 0.300 
Trehalose 0.093 0.003 0.074 0.070 
Tryptophan 0.030 0.028 0.029 0.032 
Tyrosine 0.194 0.217 0.176 0.179 
Valine 0.683 0.793 0.689 0.667 
β-Alanine 0.085 0.086 0.087 0.086 
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1.3.4 比増殖速度及び乳酸比生産速度の比較 
 
 Lc. lactis NBRC12007 をクロレラ液体培地と MRS 培地で培養し、比増殖速度
と乳酸比生産速度を比較した。クロレラ培地での乳酸生産抑制が、糖源として
含まれるスクロースに起因するのか、糖以外の成分に起因するかを探るため、
終濃度として 15 g⋅L-1 のグルコースを含むクロレラ液体培地についても検討し
た。 
 Lc. lactis NBRC12007 では、比増殖速度はクロレラ液体培地、グルコース添加
クロレラ液体培地、MRS 培地でそれぞれ 0.16、0.38、0.46 h-1、乳酸比生産速度
は 0.47、1.3、3.2 g-lactateg-cell-1h-1 であった（TABLE 1-16）。MRS 培地に比べ
てクロレラ液体培地では、比増殖速度は 0.46 h-1 から 0.16 h-1 に低下したが、ク
ロレラ液体培地での乳酸比生産速度は MRS 培地と比較すると約 1/7 に低下し
た。菌体量当たりの乳酸量はクロレラ液体培地、グルコース添加液体培地、
MRS 培地でそれぞれ 3.0、3.5、6.9 g-lactateg-cell-1 となり、クロレラ液体培地で
最も低い値となり、MRS 培地の 1/2 以下に抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
µ; 比増殖速度, ρL; 乳酸比生産速度, YL/X; 菌体当たりの乳酸量 
※比速度は回帰分析によって求めたグラフの傾きと、その 95%信頼限界であ
る。 
  
TABLE 1-16 各培地における比速度および菌体当たりの乳酸量 
Medium 
µ 
[h−1] 
ρL 
[g⋅g-cell-1⋅h-1] 
YL/X 
[g⋅g-cell-1] 
Chlorella 0.16±0.01  0.47±0.07 3.0±0.19 
Chlorella+Glucose 0.38±0.04 1.3±0.43 3.5±0.72 
MRS 0.46±0.06 3.2±0.49 6.9±0.15 
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1.3.5 菌体内親水性代謝物の網羅的解析 
 
クロレラ液体培地において乳酸生産が抑制されたメカニズムを調べるため、
クロレラ液体培地、15 g⋅L-1 グルコースを含むクロレラ液体培地、MRS 培地
（TABLE 1-3）を用いて培養した Lc. lactis NBRC12007 の菌体内親水性代謝物を
比較した。同定・検出された菌体内代謝物のピーク情報および各条件における
相対強度を TABLE 1-17 に記載した。また、クロレラ液体培地またはグルコー
ス添加クロレラ液体培地における相対強度が、MRS 培地と比較して 2 倍以上増
加したアミノ酸・有機酸物質の比較を FIG.1-3 に示した。 
まず、乳酸はクロレラ液体培地でのみ相対強度が低下しており、このことか
らもクロレラ液体培地における乳酸生産の抑制が支持された。TABLE 1-16 よ
り、乳酸生産はクロレラ液体培地、グルコース添加クロレラ液体培地、MRS 培
地の順に抑制されたが、乳酸生産の抑制に伴い菌体内のグリセロール、グリ
コール酸、グリセリン酸、イノシトール、アラニン、プロリン、グルタミン
酸、γ-アミノ酪酸（GABA）が菌体内で増加していた。また、コハク酸、リン
ゴ酸、尿素、βアラニン、スペルミジンはグルコースの添加に関わらず、クロ
レラ液体培地およびグルコース添加クロレラ液体培地で増加した。トレオン酸
はクロレラ液体培地でのみ、オルニチンはグルコース添加クロレラ液体培地に
おいて顕著に増加していた。オルニチンおよび尿素は、アルギニン消費から
ATP を生産するアルギニンデイミナーゼ（ADI）経路に関与する物質であるこ
とから、クロレラ液体培地では ADI 経路を介して ATP を生産していることが
考えられた。また、グルタミン酸と GABA が増加していたことから、グルタミ
ン酸の脱炭酸反応を介した ATP 生産系の利用も示唆された。 
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FIG. 1-3 各培地における菌体内代謝物の比較 
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TABLE 1-17 親水性代謝物のピーク情報および相対強度 
Compounds RI 
Quantitative Relative peak height 
m/z Chlorella Chlorella+Glucose MRS 
Lactic acid 1065.01 117 8.324 11.530 11.166 
Glycolic acid 1078.75 147 0.134 0.078 0.047 
Alanine 1107.84 116 3.056 2.344 1.690 
Valine 1223.85 144 0.444 0.336 0.481 
Urea 1236.53 147 0.059 0.079 0.001 
Leucine 1279.84 158 0.255 0.191 0.740 
Phosphoric acid 1282.15 299 6.404 6.311 6.604 
Glycerol 1282.97 147 0.636 0.618 0.504 
Isoleucine 1302.06 158 0.078 0.065 0.299 
Proline 1305.97 142 1.260 1.046 0.402 
Succinic acid 1316.45 147 2.727 2.238 0.570 
Glycine 1316.63 174 0.902 0.905 1.703 
Glyceric acid 1340.80 147 0.040 0.032 0.012 
Serine 1370.65 204 0.285 0.252 0.411 
Threonine 1398.54 219 0.217 0.227 0.273 
β-Alanine 1436.96 174 0.032 0.025 0.001 
Homoserine 1460.60 218 0.023 0.023 0.008 
Nicotinamide 1483.10 179 0.101 0.103 0.228 
Malic acid 1497.98 147 0.099 0.099 0.016 
Methionine 1529.59 176 0.058 0.037 0.124 
Aspartic acid 1531.22 232 1.988 1.431 2.133 
Pyroglutamic acid 1532.84 156 1.652 1.365 1.050 
4-Aminobutyric acid 1541.60 174 0.105 0.064 0.040 
Threonic acid 1578.02 147 2.245 0.343 0.001 
Glutamic acid 1629.97 246 1.477 1.057 0.637 
Phenylalanine 1641.83 218 0.075 0.053 0.255 
Asparagine 1683.23 116 0.623 0.339 0.253 
Ribitol 1753.55 217 1.000 1.000 1.000 
Hypoxanthine 1818.89 265 0.031 0.040 0.027 
Ornithine 1837.30 142 2.016 4.267 1.227 
Isocitric acid, Citric acid 1840.17 273 0.074 0.046 0.938 
Glucose 1934.89 319 0.009 4.116 2.628 
Galactose, Glucose 1954.50 319 0.001 1.490 0.715 
Tyrosine 1958.02 218 0.200 0.163 0.387 
Inositol 2133.17 217 0.277 0.182 0.066 
Tryptophan_major 2233.79 202 0.016 0.010 0.037 
Stearic acid(C18) 2244.39 132 0.534 0.532 0.525 
Spermidine 2285.91 144 0.055 0.041 0.002 
Sucrose 2707.31 361 2.981 4.217 0.485 
Trehalose 2819.93 361 0.002 0.091 0.301 
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1.3.6 アルギニンデイミナーゼの発現量の比較 
 
クロレラ液体培地では主な炭素源がスクロースであったため、解糖系以外の
ATP 生産にかかるグルコースの抑制が回避され、乳酸生産の抑制につながった
と考察された。特に、ADI 経路に関係するオルニチンと尿素の増加が認められ
たので、スクロースまたはグルコースを炭素源とする MRS 培地で Lc. lactis 
NBRC12007 を培養し、ADI 経路の初段の酵素であるアルギニンデイミナーゼを
コードする遺伝子 arcA（アルギニンデイミナーゼ）の発現量を比較した。 
gapA（GAPDH）に対する arcA の相対発現レベルはスクロースを糖源とすると対
数期中期で数倍以上増加したが、グルコースを糖源した場合には増加しなかっ
た。この時、グルコースを糖源とした MRS 培地にはグルコースが 15 g⋅L-1 以上
残存しており、アルギニンデイミナーゼが抑制されていることが示唆された。 
FIG. 1-4 増殖、糖濃度、発現量の経時変化 
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
3 5 7 9
O
D
66
0
Glucose Sucrose
0
5
10
15
20
3 5 7 9
G
lu
co
se
 (g
⋅L
-1
)
0
2
4
6
8
10
3 5 7 9
ar
cA
re
la
tiv
e 
ex
pr
es
si
on
Time (h)
28 
 
1.4 考察 
 
 自然界において乳酸菌は低水分環境で生育する場合が多く、乳酸菌によって
生産された乳酸は菌体周辺に高濃度で蓄積することとなる。このような環境に
おいて、乳酸菌が自滅につながるほど著量の乳酸を生産する可能性は低いと考
え、様々な粉末食品を使用して、低水分環境下での乳酸菌の乳酸生産を調べ
た。その結果、あるクロレラ粉末を用いた低水分培地で培養すると乳酸生産が
顕著に抑制されることが分かった。他の低水分培地では顕著な抑制は確認でき
ず、また、クロレラ液体培地でも同様に乳酸生産が抑制されたため、乳酸生産
の抑制は、このクロレラ粉末中の何らかの基質が関与していることが示唆され
た。まず、培養後の上清を網羅的に解析したところ、培養によって増減する複
数の物質が存在したが、最も減少量の多い炭素源はスクロースであった。自然
界での乳酸菌の主な生育場所は植物、果実、母乳、ヒトや動物の腸管表面であ
るが、これらに含まれる主な糖源はスクロースやラクトース、オリゴ糖であ
り、二糖や多糖類がほとんどである 26, 27)。スクロースは植物中の貯蔵糖として
存在し、多くの果実、穀物豆類で最も豊富に含まれている。クロレラを含む緑
藻類中に含まれる主な糖源もスクロースである 32-34)。グルコースは、分解酵素
を必要とせずに解糖系に入ることができる最も代謝しやすい糖源であるが、自
然界において乳酸菌はグルコースよりも二糖や多糖を炭素源として利用する場
合が多い。また、他の微生物と競合して生育する自然界では、糖以外の栄養源
からもエネルギーを獲得しながら生育しているだろう。 
 実際に、Lc. lactis NBRC 12007 では、乳酸生産が抑制されたクロレラ液体培
地と一般的に乳酸菌培養に用いられる MRS 培地を用いて培養した菌体内代謝
物を比較したところ、クロレラ液体培地で乳酸生産が抑制された菌体中では、
グリセロール、トレオン酸、コハク酸、アラニン、プロリン、スペルミジンな
ど複数の物質が増加していたが、その中でも ATP 生産系に関与するオルニチ
ン、グルタミン酸、GABA の増加は、代替経路として注目に値する。 
Lc. lactis は ADI 経路を保有することが知られており 35,36)、オルニチンは ADI
経路の副生産物である。ADI 経路では、アルギニンがシトルリンとアンモニア
に分解され、シトルリンがカルバモイルリン酸とオルニチンに分解される。生
成したカルバモイルリン酸はアンモニアと二酸化炭素に分解され、この過程で
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1 分子の ATP を生産する（FIG. 1-5）11)。実際に、グルコースまたはスクロース
を炭素源とする MRS 培地を用いて、Lc. lactis NBRC 12007 の gapA（GAPDH）
に対するアルギニンデイミナーゼをコードする arcA の相対発現量を比較したと
ころ、スクロースを糖源とした場合には、発現量が数倍以上増加し、スクロー
スを炭素源とするクロレラ液体培地中では、グルコースによる抑制が回避さ
れ、ADI 経路を利用していることが裏付けられた。 
 
 
FIG.1-5  ADI 経路における ATP 生産 
 
また、乳酸生産が抑制された菌体内ではグルタミン酸と GABA が増加してい
た。GABA はグルタミン酸脱炭酸酵素（GAD）の働きによって、生じるアミノ
酸の一種である。この脱炭酸反応の過程において ATP が合成されることが知ら
れている。細胞内に取り込まれたグルタミン酸は、GAD によってカルボキシル
基が離脱され、その部位には細胞内のプロトンが入り GABA に変換される。生
成した GABA が細胞外へ放出されると、細胞内アルカリ化すなわち、膜を介し
たプロトン勾配が形成される（FIG. 1-6）。このプロトン濃度勾配を利用し、
ATP 合成酵素によって ATP が合成される 37)。さらに、Lactococcus lactis 
NCDO2118 において、アルギニンおよびリンゴ酸を同時に添加すると GABA 産
生が活性化されることが報告されており 38)、本章においても、乳酸生産が抑制
された菌体内ではリンゴ酸の蓄積が確認された。以上より、クロレラ液体培地
ではグルタミン酸と GABA の脱炭酸反応によって ATP を生産していることが
示唆された。 
Arginine 
Citrulline ATP 
Ornithine 
Carbamoylphosphate CO2 + NH3 
ADP 
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FIG.1-6 グルタミン酸/GABA の脱炭酸反応による ATP 生産 
 
 このようにスクロースを炭素源とするクロレラ液体培地では、解糖系以外の
ATP 生産系が利用されていると考えられ、少なくとも ADI 経路によって ATP
を得ていることは、リアルタイム PCR の結果からも強く支持される。しかし、
通常これらの経路はグルコースによって抑制される。例えば、Lb. sakei の場
合、グルコース濃度が 5 g⋅L-1 以上存在すると、ADI 経路は抑制されることが報
告されている 11)。また、Lc. lactis の場合、培地中のグルコース枯渇後に、アル
ギニンや分岐鎖アミノ酸から ATP を生産することができる 12,13)。また、ADI 経
路と類似したアグマチンからカルバモイルリン酸を経由して ATP を生産する
agmatine via the agmatine deiminase （AGDI） 経路はグルコースによって抑制さ
れるが、グルコース以外の炭素源（ラクトース、スクロース、トレハロース、
ガラクトース、マルトース、マンノース）では高濃度でも抑制されないことが
報告されている 14)。したがって、本章で示したように、スクロースなどの非グ
ルコース糖源を用いて培養することで、代替経路にかかる抑制を解除、あるい
は、軽減できることが示唆された。 
酵母の場合、スクロースは β-d-フルクトシダーゼによってグルコースとフル
クトースへの加水分解後に細胞内に取りこまれる 39)。細胞内への取り込みを上
回る速度でスクロースが加水分解されると、グルコースリプレッションが起こ
る。これに対して Lc. lactis の場合、スクロース特異的ホスホトランスフェラー
ゼシステム（PTS）を介して、スクロースはそのまま細胞内に取り込まれ、無
機リン酸を付加してグルコース 6 リン酸とフルクトースに分解される 40,4140)。
すなわち、スクロースを炭素源とすれば、グルコースを生じることがないの
Glu[-1] GABA[0] 
Glu[-1] GABA[0] 
ATP 
synthetase 
ADP ATP 
H+ 
H
 
H+     CO2
              gadB 
+++ 
 
- - - 
gadC 
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で、代替経路は脱抑制された状態になると推測される。実際に、20 g⋅L-1 スク
ロース MRS 培地と 20 g⋅L-1 グルコース MRS 培地を用いて、静置条件下におい
て Lc. lactis NBRC 12007 を培養し、乳酸生産を比較した。対数増殖期における
乳酸比生産速度を比増殖速度で除した菌体当たりの乳酸量を比較したところ、
それぞれ 7.4、10.5 g-lactate·g-cell−1 となり、この結果からも上記の考察が支持さ
れる。 
ADI 経路やアミノ酸の脱炭酸反応など NAD+を消費しない ATP 生産系を利用
することで、乳酸菌の乳酸生産は抑制される。ただし、これらの代替経路の多
くはグルコースによって抑制されるため、本章で示したように、スクロースな
どの非グルコース糖源を使用する必要がある。また、グルコースを糖源とする
場合であっても、流加培養や連続培養によって、培地中のグルコース濃度を低
く維持することで、スクロースを糖源とした場合と同様の乳酸生産の抑制が期
待できる。それぞれの菌株に適した糖源と基質の供給方法を考慮することで、
幅広い菌株において乳酸生産を抑制した培養が可能となるだろう。 
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第 2 章 
スクロースの流加による乳酸菌の乳酸生産の抑制 
 
要約 
 
第 1 章において、解糖系以外の経路を介して ATP を生産することで、乳酸菌
の乳酸生産を抑制できることが分かった。本章では、乳酸菌が乳酸を生産する理
由が NAD+の再生であることに着目し、NAD+を消費しない解糖系以外の ATP 生
産系に加え、LDH 以外の NAD＋再生系に対する寄与を増大させることで、乳酸
生産のさらなる抑制を試みた。しかし、LDH 以外の NAD+再生系の多くもグル
コース存在下で抑制を受ける。また、仮に脱抑制されたとしてもそれらの NAD+
再生能力は LDH には及ばないことが推測された。したがって、高濃度の糖が存
在する回分培養では、糖が枯渇する直前のわずかな期間を除いて、解糖系に流れ
るフラックスは非常に大きくなり、解糖系で必要な NAD+を代替経路のみで補う
ことは難しいと考えた。そこで、糖源をグルコースからスクロースに変更するだ
けでなく、解糖系へ流れるフラックスを制限するため、流加培養を採用した。そ
の結果、グルコースを炭素源とする回分培養における増殖菌体量当たりの乳酸量
を 100%とした時、スクロースを流加すると、Lb. reuteri JCM 1112 では 24%、Lc. 
lactis JCM 7638 では 46%、Lb. gasseri NCIMB 11718 では 72%、Lb. plantarum 
NCIMB 8826 では 74%、Lb. paracasei ATCC 334 では 84%に抑制された。特に顕
著に乳酸生産が抑制された Lactobacillus reuteri JCM 1112 について代謝フラック
スを比較したところ、スクロース流加培養では、消費した糖の炭素のうち 43%
がマンニトール生産に流れたことが分かり、マンニトール生産による NAD+再生
によって、解糖系で消費される NAD+の大半を補ったことが示唆された。また、
アミノ酸の代謝を比較したところ、スクロース流加培養ではアルギニンが顕著に
消費され、総 ATP 生産量に占める Arginine Deiminase Pathway（ADI 経路）を介
して生産された ATP 量は 7 割を越えた。以上より、Lactobacillus reuteri JCM 
1112 では、ATP 生産に対する ADI 経路と、NAD+再生に対するマンニトール生産
経路の寄与が増加したことが大幅な乳酸生産の抑制につながったと考えられた。
また、乳酸菌の乳酸生産の抑制は、その菌株が保有する代替経路の寄与率に依存
することが示唆された。 
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2.1 緒言 
 
第 1 章において、スクロースを含むクロレラ粉末を培地原料として乳酸菌を
培養すると、乳酸生産が抑制されることを見出した。クロレラ液体培地で増殖
した菌体の代謝物解析を行ったところ、代謝全体の ATP 生産系に ADI 経路や
グルタミン酸と GABA の脱炭酸反応が寄与していることが示唆された。これら
の経路の多くは通常グルコースで抑制されることが知られているが 11-15)、糖源
をスクロースとすることによって、これらの経路にかかる抑制が軽減されたと
考えられた。NAD+の消費を伴わずに ATP が生産された結果、乳酸生産の抑制
につながったことが示唆された。 
以上のことから、解糖系以外の経路で ATP を生産するだけでなく、LDH 以
外の経路で NAD+を再生することができれば、さらに乳酸生産を抑制できると
考えられた。しかし、LDH 以外の NAD+再生系の多くはグルコースによって抑
制されることに加え 15-18)、仮に脱抑制されたとしても NAD+再生能力は LDH に
は及ばないと推測される。たとえスクロースを炭素源とすることで、グルコー
スによる抑制を軽減できたとしても、高濃度の糖が存在する回分培養では、解
糖系に流れるフラックスは非常に大きい。このため GAPDH での NAD+の比消
費速度は大きく、代替経路ではこれに見合う NAD+を再生することはできない
と考えられる。その結果、乳酸菌は不足分の NAD+の再生 LDH に依存し、乳酸
を生産することとなる。そこで、我々は解糖系のフラックスを制限するため
に、菌体増殖に適した糖量を経時的に供給する流加培養を採用した。 
本章では、スクロースを糖源とする流加培養法における乳酸菌の乳酸生産を
検証した。さらに、回分培養と流加培養における乳酸菌の代謝フラックスを比
較し、乳酸生産が抑制されるメカニズムを解明することを目的とした。 
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2.2 実験材料及び実験方法 
 
2.2.1 使用菌株・使用試薬 
1) 使用試薬 
記載のない試薬に関しては富士フイルム和光純薬工業株式会社から購入した。 
 
2) 使用菌株 
各菌株（TABLE 2-1）は MRS 培地で至適温度にて 18 時間静置培養し、遠心
分離（4°C, 8,000×g, 10 min）によって回収した菌体を 15%（w/v）glycerol を含
む MRS 培地で懸濁し、フローズンストックとして−80°C で保存した。 
 
2.2.2 培地作製 
1) MRS 培地 
前培養および本培養は 20 g⋅L-1 のグルコースまたはスクロースまたはガラク
トースを含む MRS 培地（TABLE 2-2）を使用した。クエン酸三アンモニウム、
酢酸ナトリウム、リン酸水素二カリウム、Tween80 を 10 倍濃度で混合、硫酸マ
グネシウム七水和物と硫酸マンガン五水和物を 50 倍濃度で混合した溶液をス
トックとして保存した。培地作製時に各ストック溶液とエキス類を混合した。
メイラード反応による糖濃度の低下を防ぐために、糖と糖以外の成分は別に
オートクレーブ滅菌し(121°C, 15 min)、滅菌後に、TABLE 2-2 の記載した終濃
度となるようにクリーンベンチ内で混合した。 
  
TABLE 2-1 使用菌株と培養温度 
  °C 
Lactobacillus reuteri JCM 1112 37 
Lactococcus lactis subsp. lactis JCM 7638 30 
Lactobacillus gasseri NCIMB 11718 37 
Lactobacillus paracasei ATCC 334 37 
Lactobacillus plantarum NCIMB 8826 30 
Lactobacillus rhamnosus ATCC 53105 37 
Lactococcus lactis subsp. lactis MG 1363 30 
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2) 合成培地 42-45) 
 グルコースまたはスクロース（100 g⋅L-1）溶液、チロシン（0.25 g⋅L-1）溶
液、Tween80（0.01 g⋅L-1）溶液、緩衝液、核酸溶液、アスコルビン酸溶液、ビ
タミン溶液、アミノ酸溶液、微量元素溶液を混合して作製した。合成培地の組
成を TABLE 2-3 に、各溶液の組成を TABLE 2-4 に記載した。 
核酸は 0.1 M NaOH に溶解し、その他の成分はイオン交換水に溶解した。グル
コース溶液、チロシン溶液、Tween80 溶液および緩衝液はオートクレーブ滅菌
（121°C, 15 min）し、核酸溶液、アスコルビン酸溶液、ビタミン溶液、および
アミノ酸溶液は孔径 0.2 μm のフィルター（Sartorius stedim）を用いて濾過滅菌
した。微量元素溶液は、各微量元素を中型試験管で 10 mL のイオン交換水に溶
解し、100°C で 20 分間加熱滅菌した。室温まで冷却後、FeCl2・4H2O 以外の 7
種の微量元素溶液と滅菌水を 10 mL ずつオートクレーブ滅菌済みメディウム瓶
（200 mL 容）内で混合した（全量 80 mL）。FeCl2・4H2O 溶液は酸化しやすい
ため、用事調製し、培地作製日に FeCl2・4H2O 溶液と FeCl2・4H2O 溶液以外の
微量元素混合溶液を 1：4 の比率で混合し、微量元素溶液とした。微量元素溶
液以外の各溶液を TABLE 2-3 の組成に従って混合した後、システインを終濃度
3 g⋅L-1 となるように溶解した。システイン溶解後、再びろ過滅菌を行い、最後
に微量元素を加え、合成培地とした。 
  
TABLE 2-2 MRS 培地組成 
 g⋅L-1 
BactoTM Peptone (BD) 10 
Beef extract (BD) 10 
Yeast extract (BD)   4.0 
Ammonium citrate   2.0 
Sodium acetate・3H2O   8.3 
MgSO4・7H2O   0.2 
MnSO4・5H2O    0.05 
Dipotassium hydrogen phosphate   2.0 
Tween 80   1.0 
Sugar 20 
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TABLE 2-3 合成培地組成  
ml⋅L-1 
グルコースまたはスクロース溶液 (100 g⋅L-1) 200 
チロシン溶液 (0.25 g⋅L-1) 600 
緩衝液 50 
Tween 80 溶液 (0.01 g⋅L-1) 10 
アスコルビン酸溶液 (0.1 g⋅L-1) 10 
核酸溶液 10 
微量元素溶液 10 
ビタミン溶液 10 
アミノ酸溶液 100 
TABLE 2-4 合成培地組成（終濃度） 
     緩衝液   アミノ酸溶液  
 g⋅L-1   mg⋅L-1 
クエン酸三アンモニウム 0.6  アスパラギン酸 358 
リン酸水素カリウム 3.0  グルタミン酸 391 
リン酸二水素カリウム 3.0  セリン 340 
酢酸ナトリウム 1.0  トレオニン 225 
   グリシン 175 
核酸溶液   アルギニン 2500 
 mg⋅L-1  アラニン 240 
アデニン 10  プロリン 675 
ウラシル 10  バリン 325 
グアニン 10  メチオニン 125 
キサンチン 10  ロイシン 475 
シトシン 10  イソロイシン 210 
   トリプトファン  50 
ビタミン溶液   フェニルアラニン 275 
 mg⋅L-1  リジン一塩酸塩 548 
ピリドキシン塩酸 2.0  ヒスチジン 150 
ニコチン酸 1.0  システイン 300 
チアミン塩酸 1.0    
リボフラビン 1.0  微量元素溶液  
パントテン酸カルシウム 1.0   g⋅L-1 
アミノ安息香酸ナトリウム 10.0  MgCl2 14.00 
ビオチン 2.5  CaCl2・2H2O  4.50 
葉酸 1.0  MnCl2・4H2O  1.60 
ビタミン B12 1.0  ZnSO4・7H2O  0.50 
オロト酸 5.0  CuSO4・5H2O  0.25 
チミジン 5.0  CoSO4・7H2O  0.25 
イノシン 5.0  (NH4)6Mo7O24・4H2O  0.27 
リポ酸 2.5  FeCl2・4H2O  5.00 
ピリドキシアミン二塩酸 5.0    
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2.2.3 培養方法 
 
1) 前培養  
250 mL 容のメジウム瓶 に 100 mL の MRS 培地を入れ、常温にて解凍したフ
ローズンストックを 0.1%（v/v）植菌し、各菌株の至適培養温度にて一晩静置
培養した。 
 
2) 本培養 
 複合型発酵用 pH 電極 (Able、16 cm) を装着した 250 mL 容のメジウム瓶に、
回分培養では糖濃度 20 g⋅L-1 の MRS 培地 100 mL を、流加培養では糖を含有しな
い MRS 培地 100 mL を入れて本培地とした。前培養液から遠心分離 (4°C, 
8,000×g, 5 min) により回収した菌体を生理食塩水で 1 回洗浄し、OD660＝1 とな
るように本培地に植菌した。植菌後、各菌株の至適温度に設定した恒温槽でマグ
ネチックスターラーHS-6A (Asone) により、メジウム瓶に入れた長さ 3 cm のス
ターラーバーを 500 rpm で攪拌して培養した。 
 
3)  流加培養 
 3 M NaOH を試験管 (φ18 mm×180 mm) に入れ、pH コントローラーDJ-1023P 
(Able) で pH を 6.5 に制御して攪拌培養した。流加培地は 250 mL 容のメジウム
瓶 (口径 25 mm) に 100 mL 入れ、定量送液ポンプ MP-2000 (東京理化器械) を用
いて流加した。体積 V (L)の培養槽に、糖濃度 SF (g⋅L-1)の培地が流速 F (L⋅h-1)で
流加し、槽内の菌体濃度と基質濃度がそれぞれ X (g-cell⋅L-1)、S (g⋅L-1)、比増殖速
度がµ (h-1)、糖の比消費速度がν (g⋅g-cell-1⋅h-1)であるとき、 
dVX
dt
=μVX          (2-1) 
dVS
dt
=μVX+SFF       (2-2) 
dVS
dt
=S
dV
dt
+V
dS
dt
であり、
dV
dt
は F に等しい。 
また基質濃度を一定にするのであれば、
dS
dt
=0。 
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したがって、SF−νVX+SFF となり、 
𝐹𝐹 =
νVX
SF − S
                                    (2-3) 
増殖に用いられる基質と維持に用いられる基質の比消費速度をそれぞれνGとν M
とすればν=νG+νM。バクテリアの培養においては維持に用いられる基質は増殖に
用いられる基質に比べて無視できるため、ν=νGとなり、 
菌体収率は、𝑌𝑌X/S=
∆X
∆S
=
∆𝑋𝑋
𝑋𝑋∆𝑡𝑡
∆𝑆𝑆
𝑋𝑋∆𝑡𝑡
=
µ
νG
       (2-4) 
従って、ν=
μ
YX/S
                             (2-5) 
また、式(2-1)を t = 0 の時 X = X0、V = V0 として解くと、 
VX = V0X0exp(µ𝑡𝑡)                  (2-6) 
SFが S に比べて十分に大きければ、 
SF−S≒SF        (2-7) 
式(2-3)に式(2-4)(2-5)(2-6)を代入し、 
𝐹𝐹 =
µV0X0
SF∙YX/S
exp(μt)                          (2-8) 
目標の比増殖速度をµ*(h-1) とすれば、培養 t 時間後の流速 F(t) (L⋅h-1)は、 
𝐹𝐹(𝑡𝑡) =
µ∗V0X0
SF∙YX/S
exp(μ*t)                       (2-9) 
に従って培地を流加すればよい。ただし、V0は初期液量 (L)、X0 は初期菌体濃
度 (g⋅L-1) t は培養時間 (h) である。流速は式(3)を用いて求め、30 分毎にポン
プの目盛りを調整した。式(2-9)に設定した値を代入して求められ、定量送液ポ
ンプの目盛りの値に換算して流加を行う。また、ポンプの流速は MRS 培地を
送液し、単位時間当たりの送液量を電子天秤で測定することで求めた。また、
このとき MRS 培地 1 g を 1 mL として算出した。 
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2.2.4 培養槽とサンプリンング 
 
1) 培養準備 
 250 mL 容のメジウム瓶 (Pyrex、口径 30 mm) は、10 号のシリコンゴム栓を
装着し、pH 調整用、サンプリング用、流加用、排気用の計 4 本のステンレス
チューブ (内径 2 mm、外径 4 mm) と pH 電極(Able、F635-B-160 )を取り付け
た。回分培養の場合は、流加用のステンレスチューブを除いた計 3 本のステン
レスチューブと pH 電極を取り付けた。流加培地用の 250 mL 容メジウム瓶 
(Pyrex、口径 30 mm) には、10 号のシリコンゴム栓を、3 M NaOH を入れた試
験管には 5 号のシリコンゴム栓を取り付け、それぞれのゴム栓には、底まで届
くステンレスチューブと、空気取り入れ用の短いステンレスチューブを取り付
け、後者にはシリコンチューブを介して除菌フィルターを取り付けた（FIG.2-
1）。 
FIG. 2-1 流加培養における培養器の概略図 
1: 本培地容器、2: 流加培地容器、3: 3 M NaOH、4: 恒温槽、5: pH 電極、6: サ
ンプリングライン、7: 排気ライン、×: ピンチコック 
  
5 
pH コントローラー 
マグネチックスターラー 
定量送液ポンプ 
1 2 
3 
4 
6 
7 
7 
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装置のオートクレーブ滅菌及び培養開始直前の操作は以下の手順で行った。 
 
＜オートクレーブ前の操作＞ 
 本培地容器に糖を除いた培地を 100 mL、流加培地容器に糖を除いた MRS
培地を 80 mL 入れ、アルカリ用の試験管は空のままとした。 
 本培地容器と流加培地容器をつなぐチューブは、培地の逆流を防ぐために
モール式ピンチコックを用いて流加培地容器に近い位置で閉じた。サンプ
リングチューブも同様にモール式ピンチコックで閉じた。 
 pH 電極の校正を pH6.86、4.01 の校正液を用いて行った。 
 pH 電極のケーブル接続部には専用のキャップを取り付けた。 
 
＜オートクレーブ後の操作＞ 
培地を冷ましてからクリーンベンチ内で、流加培地に別滅菌した 100 g⋅L-1 グ
ルコースもしくはスクロース溶液を 20 mL 加え、終濃度 20 g⋅L-1 となるように
混合した。 
 
＜流加培養開始直前の操作＞ 
前培養から回収した菌体を OD660＝1 となるように本培地に植菌後、pH 調整
用の試験管に 3 M NaOH を入れ、pH 調整用チューブを pH コントローラーのポ
ンプに装着し、pH 電極と pH コントローラーを接続した。流加培地用のチュー
ブを定量送液ポンプに装着し、本培地容器の手前まで送液した。この時点でサ
ンプリングを行い、OD660=1 のときの乾燥菌体濃度を 0.25 g-cell⋅L-1 と仮定し、
OD660 の値から式(2-9)の X0 を求め、流速 F を決定した。目的の流速となるよう
にポンプの目盛りを設定し、流加を開始した。この時間を培養 0 時間とした。 
 
2) サンプリング 
 30 分もしくは 1 時間間隔で培養液をサンプリングラインから 5 mL のシリン
ジ (Terumo, SS-05SZ) を用いてサンプリングを行った。サンプリングの際、最
初の培養液 1 mL は捨て、再度サンプリングラインにシリンジをつなぎ、培養
液をマイクロチューブに回収した。 
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2.2.5 収率の算出 
  
時間 ti [h]における培養量、菌体濃度、糖濃度はそれぞれ Vi [L]、Xi [g⋅L-1]、Si 
[g⋅L-1]とすると、ti と ti + 1 の間の SF [g⋅L-1]の基質濃度での培地の流加速度は F(i) 
[L⋅h-1]である。ti と ti + 1 の間に増加した菌体量は、式(3-2)より算出できる。 
∆Xi = Vi+1Xi+1−V                                        (3-2)                    
ti と ti + 1 の間に消費された基質量は、式(3-3)より算出できる。 
∆Si= Vi+1Si+1−ViSi+F(i)⋅SF       (3-3) 
菌体収率 (Yx/s)は、∑∆𝑋𝑋I に対して∑∆𝑆𝑆iがプロットされる場合、 
すなわち、∆X1, ∆X1+∆X2, ∆X1+∆X2+∆X3, ...に対して、∆S1, ∆S1+∆S2, ∆S1+∆S2+∆S3, ... 
のようにプロットした傾きより算出した。 
 
2.2.6 代謝物分析 
 
1) 菌体濃度の測定 
 サンプルの濁度は、分光光度計 U-1850 (島津製作所) を用いて、波長 660 nm
における濁度を測定した。菌体濃度は OD660=1 のとき 0.25 g-cell⋅L-1 として濁度
から求めた。本章で扱う菌体重量は全て乾燥重量である。 
 
2) グルコース、スクロース、乳酸の測定 
 グルコース、スクロース、乳酸は、バイオセンサ BF-5 (王子計測機器) を用
いて測定した。測定方法は第 1 章と同様である。図表中の示す乳酸濃度は L-乳
酸と D-乳酸の総量から算出した。 
 
3) フルクトース、マンニトールの測定 
 フルクトースおよびマンニトール濃度は糖分析計 SU-300 (東亜 DKK) を用いて
測定した。分離には陰イオン交換型カラム PCI-520 (東亜 DKK) を用い、20 mM
の NaOH 溶液を展開溶媒に用いた。標準液として、50 mg⋅L-1 スクロース、1000 
mg⋅L-1 マンニトール溶液を使用した。 
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4) エタノール、酢酸、アセトインの測定 
エタノール、酢酸、アセトインは GC-4000 Plus B (ジーエルサイエンス) を用
い、カラムは InertCap FFAP (0.25 mm I.D. × 30 m, df = 0.25 µm) を使用して測定し
た。分析条件は TABLE 2-5 に示す通りである。エタノール、酢酸、アセトイン
濃度を 5 g⋅L-1 となるようにイオン交換水に溶解し標準試料を調製し、一点検量
線を作成した。培養サンプルは遠心分離後（4°C, 18,000 ×g, 5 min）の上清を、ガ
ラスインサートに添加しバイアル瓶にセットして分析した。 
 
5) 菌体外多糖の分離方法 46) 
 培養前後の菌体を含む培養液を試料として用いた。等量のエタノールを各試
料に加えボルテックスを用いて混合し、−20°C でインキュベートした（30 
min）。遠心分離（4°C, 15,000 ×g, 5 min）によって回収した上清に、水：エタ
ノール（1：1）1 mL を添加し、穏やかに転倒混合した後、再度遠心分離した
（4°C, 15,000 ×g, 5 min）。上清をピペッティングで丁重に除去した。その後減
圧乾燥を 5 分行い、回収した沈殿を菌体外多糖とした。定量に用いるため、イ
オン交換水を加え、一晩 4°C で保存して完全に溶解させた。 
 
6) 菌体外多糖の測定方法 
分離した菌体外多糖の測定方法として、フェノール硫酸法を用いた。試料
100 µL を小型試験管にとり、5% (w/v) フェノール溶液 100 µL および濃硫酸 
500 μL を加えてよく混合し、アルミキャップをし、30°C で 30 分間水浴した。
その後、再度撹拌した後 490 nm の吸光度を測定した。検量線は、10, 20, 30 
mM グルコース標準溶液（王子計測機器）を適宜希釈し、0, 0.1, 0.2, 0.3 mM の
グルコース溶液を用いて作成した。 
TABLE 2-5 GC/FID 条件 
条件項目 設定 
Column temperature 60ºC (5 min hold) - 10 ºC /min - 240 ºC (53 min hold) 
Carrier Gas ヘリウム 50 kPa 
Injection Split 1:50  240 ºC 
Detection 240 ºC 
Sample Size 1 µL 
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7) アミノ酸濃度の測定方法 
アミノ酸分析 L-8900 (日立ハイテクサイエンス) を用いて、アミノ酸を分析
した。標準液には Amino Acids Mixture Standard Solution, Type H を用い、検量線
を作製した。オルニチンについては、オルニチン塩酸塩を 2.50 mM に溶解した
ものを標準液として用い、検量線を作成した。試料は検量線の範囲内まで 0.02 
N HCl で希釈し、遠心分離（4°C, 18,000 ×g, 5 min）した上清を用いた。 
 
8) 菌体中の元素組成分析 
 培養終了後の培養液を遠心分離し（4°C, 8,000 ×g, 10 min）、生理食塩水で洗
浄した。洗浄後、再度遠心分離し（4°C, 8,000 ×g, 10 min）、上清を捨てた。沈
殿した菌体を約 3 mL の生理食塩水に懸濁し、アルミ皿の上で一晩 60°C にて乾
燥させた。乾燥菌体の元素分析には 2400 Series II CHNS/O Elemental Analyzer 
(Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) を用い、菌体中の炭素の比率を求めた。 
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2.3 結果 
 
2.3.1 スクロースの流加による乳酸生産の抑制 
 
スクロースを流加することによって、乳酸生産が抑制されるか検証するため、
グルコースもしくはスクロースを糖源とする MRS 培地を用いて、乳酸生産の比
較を行った（TABLE 2-6）。試験区は、①グルコース回分培養、②スクロース回
分培養、③グルコース流加培養、④スクロース流加培養とし、増殖および乳酸生
産を比較した。試験区①は対照とする従来の培養法で、試験区②では糖源をスク
ロースに変更することによりグルコース抑制を解除した効果を、試験区③は流加
培養で解糖系のフラックスを制限する効果を、試験区④ではグルコース抑制の解
除および流加培養で解糖系のフラックスを制限する効果をそれぞれ検証した。研
究室保有の菌株の中から、産業的に利用実績があり、ゲノム配列が既知かつスク
ロースを炭素源として利用できる Lb. reuteri JCM 1112、Lb. plantarum NCIMB 
8826、Lb. gasseri NCIMB 11718、Lb. paracasei ATCC 334、Lc. lactis JCM 7638 の 5
菌株を使用した（第 1 章で使用した Lc. lactis subsp. lactis NBRC 12007 はゲノム
が既知でないため除外した）。回分培養においては培養開始から 0.5 時間～3 時間
の対数増殖期において比増殖速度 μ [h-1]と乳酸比生産速度 ρL [gg-cell-1h-1]を算出
した。回分培養での比増殖速度は Lb. reuteri が 1 h-1 を超えたが、他の菌株は 0.3
～0.5 h-1 となった。流加培養において設定する比増殖速度（µ*）は、解糖系のフ
ラックスを制限するために、回分培養における最大の比増殖速度に比べて十分に
低い 0.2 h-1 とした。YX/S は 0.2 g-cellg-1 とし、SFは 20 gL-1 に設定した。全ての培
養は少なくとも 2 回以上の実験を行い、再現性を確認した結果を示した。 
流加培養での実際の比増殖速度は、設定した 0.2 h-1 よりも低下したが、これ
は実際の菌体収率が設定した菌体収率（0.2 g-cellg-1）よりも低く、糖が十分供
給されなかったためだと考えられる。Lc. lactis の場合、流加培養における YX/S
が予想した 0.2 g-cell⋅g-1 よりも低い 0.12 g-cell⋅g-1 しかなかったため、実際のµは
設定のµよりも低い 0.12 h-1 であったことは、この考察を支持している。 
増殖菌体当たりの乳酸生産量 YL/Xは、5 菌株すべてにおいて、スクロースを
流加する培養において最も低くなった。それぞれの菌株において、グルコース
を糖源とした回分培養の YL/Xを 100%としたとき、最も乳酸生産が抑制された
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のは Lb. reuteri で、YL/Xは 24%に抑えられた。Lb. reuteri では、回分培養におい
ても糖源をスクロースにすると YL/Xは抑制された。Lc. lactis では流加培養にお
ける YL/Xが回分培養の半分程度に低下した。Lc. lactis では糖の違いよりも培養
方法の違いが乳酸生産に与える影響の方が大きかった。Lb. gasseri, Lb. 
plantarum, Lb. paracasei では、スクロースを流加すると、それぞれグルコース回
分培養の 72、74、84%に抑制されたが、Lb. reuteri と Lc. lactis ほどの抑制では
なかった。また、全ての菌株に共通して、菌体収率は、流加培養が回分培養を
上回る結果となった。 
 
µ; 比増殖速度、ρL; 乳酸比生産速度、YL/X, 菌体当たりの乳酸量、YX/S; 菌体収率  
Relative YX/S, それぞれの菌株におけるグルコース回分培養での菌体当たりの乳
酸量に対する相対値 
※比速度は回帰分析によって求めたグラフの傾きと、その 95%信頼限界である。 
TABLE 2-6 各菌株の比速度、乳酸生産の比較 
Strain 
Culture 
method 
Carbon 
source 
µ 
[h−1] 
ρL 
[g⋅g-cell-1⋅h-1] 
YL/X 
[g⋅g-cell-1] 
YX/S  
[g-cell⋅g-1] 
Relative  
YX/S 
[%] 
Lb. reuteri  Batch Glucose 1.01±0.02 4.33±0.25 4.29±0.16 0.08±0.01 100 
JCM 1112  Sucrose 1.14±0.08 2.79±0.03 2.45±0.01 0.08±0.00 57 
 Fed-batch Glucose 0.18±0.02 0.70±0.02 3.89±0.35 0.19±0.03 91 
  Sucrose 0.19±0.02 0.19±0.14 1.02±0.16 0.18±0.01 24 
Lc. lactis Batch Glucose 0.40±0.07 7.26±1.07 18.2±1.17 0.06±0.01 100 
JCM 7638  Sucrose 0.39±0.06 7.27±1.74 18.7±0.12 0.09±0.01 103 
 Fed-batch Glucose 0.11±0.01 1.20±0.30 10.9±1.73 0.12±0.03 60 
  Sucrose 0.12±0.03 1.01±0.24 8.42±0.10 0.12±0.02 46 
Lb. gasseri  Batch Glucose 0.49±0.17 5.41±1.24 11.1±1.30 0.08±0.03 100 
NCIMB 11718  Sucrose 0.46±0.09 5.66±2.36 12.3±2.72 0.09±0.02 111 
 Fed-batch Glucose 0.13±0.02 1.54±0.14 11.7±0.72 0.10±0.02 105 
  Sucrose 0.18±0.02 1.44±0.37 8.01±1.39 0.11±0.01 72 
Lb. plantarum Batch Glucose 0.33±0.06 2.32±0.11 7.03±0.61 0.10±0.02 100 
NCIMB 8826  Sucrose 0.31±0.04 2.11±0.27 6.80±0.01 0.11±0.02 97 
 Fed-batch Glucose 0.18±0.01 1.01±0.16 5.61±0.58 0.14±0.02 80 
  Sucrose 0.18±0.01 0.93±0.16 5.17±0.60 0.16±0.01 74 
Lb. paracasei Batch Glucose 0.39±0.17 3.58±0.81 9.25±1.69 0.08±0.01 100 
ATCC 334  Sucrose 0.30±0.02 2.61±0.39 8.70±0.72 0.09±0.01  94 
 Fed-batch Glucose 0.15±0.04 1.44±0.54 9.60±1.04 0.13±0.03 104 
  Sucrose 0.18±0.06 1.40±0.45 7.77±0.09 0.16±0.04  84 
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2.3.2 合成培地を用いたスクロース流加培養による乳酸生産の抑制 
 
グルコースを糖源とした回分培養に比べて、糖源をスクロースに変更し、回
分培養を流加培養に変えることによって、5 菌株全てで乳酸生産が抑制され
た。最も乳酸が抑制された Lb. reuteri において、どのような代謝の変化が起き
ているか調べるために、合成培地を使用して各培養の代謝フラックスを比較し
た。まず、合成培地においても MRS 培地と同様に乳酸生産が抑制されるか確
認するため、合成培地におけるグルコース回分培養、スクロース回分培養、グ
ルコース流加培養、スクロース流加培養の比増殖速度、乳酸比生産速度、菌体
当たりの乳酸量、菌体収率を算出した（TABLE 2-7）。また、4 つの条件で炭素
収支を計算するために、それぞれの培養において、濁度と乾燥菌体濃度の関
係、乾燥菌体当たりの炭素含量を求めた。TABLE に示す結果は、少なくとも 2
回以上の培養を行い、再現性の確認を行った。 
その結果、合成培地においてもグルコースを炭素源とした回分培養に比べ
て、炭素源をスクロースとする、あるいは、グルコースを流加することによっ
て乳酸生産が抑制された。MRS 培地でのスクロース流加培養では、YL/Xがグル
コース回分培養の 24%に抑えられたのに対し、合成培地ではそれを下回る 6%
に抑制された。 
 
 
µ; 比増殖速度、ρL; 乳酸比生産速度、YL/X, 菌体当たりの乳酸量、YX/S; 菌体収率  
Relative YX/S, それぞれの菌株におけるグルコース回分培養での菌体当たりの乳
酸量に対する相対値 
※比速度は回帰分析によって求めたグラフの傾きと、その 95%信頼限界である。 
TABLE 2-7 Lb. reuteri の比速度、乳酸生産の比較 
Culture 
method 
Carbon 
source 
Cell conc. 
at OD660=1 
[g-cell⋅L-1] 
Carbon 
content 
[g⋅g-cell-1] 
µ 
[h−1] 
ρL 
[g⋅g-cell-1⋅h-1] 
YL/X 
[g⋅g-cell-1] 
YX/S  
[g-cell⋅g-1] 
Relative 
YX/S 
 [%] 
Batch Glucose 0.26 0.41 0.27±0.03 2.64±0.71 9.77±1.54 0.06±0.01 100 
 Sucrose 0.27 0.42 0.33±0.04 2.06±0.07 6.24±0.55 0.03±0.01 64 
Fed-batch Glucose 0.28 0.39 0.15±0.05 0.70±0.19 4.66±0.78 0.16±0.05 48 
 Sucrose 0.28 0.40 0.19±0.03 0.12±0.03 0.63±0.06 0.20±0.02 6 
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2.3.3 Lactobacillus reuteri における代謝フラックス解析 
 
2.3.2 で行った各培養の代謝フラックス解析を行った。Lb. reuteri の代謝経路
を考慮すると、乳酸、菌体に加えて、フラクトース、マンニトール、エタノー
ル、アセトイン、酢酸、菌体外多糖などが生産される可能性があった 47,48)。こ
れらに加えて二酸化炭素の生産量を酢酸とエタノール生産量より算出し、炭素
収支を求めたところ、どの条件でも炭素回収率ほぼ 100%となった。消費した
糖の炭素量を 100%として代謝フラックスを比較すると、グルコースを炭素源
とした場合、約 60%が乳酸に流れたが、糖源をスクロースにすると回分培養で
は 19%に、流加培養では 10%に減少した。糖源をスクロースにした時にエタ
ノールを生産したが、グルコースを糖源とした時にはこれらは生産されなかっ
た。どの条件でもフラクトースとマンニトールが生産されるが、糖源をスク
ロースにした時にこれらに流れるフラックスは大幅に増加した。酢酸は何れの
糖源でも回分培養の際に生産されたが、流加培養の際には生産されなかった。
菌体に流れるフラックスは流加培養で増加した（TABLE 2-8, FIG. 2-2）。 
 
TABLE 2-8 Lb. reuteri の代謝フラックス 
 Batch Fed-batch 
 Glucose Sucrose Glucose Sucrose 
Sugar 10.1 34.8 2.10 2.49 
Lactate 5.81 6.58 1.25 0.25 
Fructose 0.27 7.00 0.11 0.69 
Mannitol 0.40 10.5 0.10 1.07 
Ethanol 0.00 2.11 0.00 0.09 
Acetoin 0.20 1.10 0.12 0.00 
Acetate 1.63 3.91 0.00 0.00 
Exopolysaccharide 0.01 0.00 0.00 0.01 
Biomass 0.77 0.97 0.34 0.47 
CO2 ∗ 0.81 3.01 0.00 0.05 
Carbon recovery (%) 98 101 92 106 
∗ CO2: calculated by (ethanol+acetate)/2. 
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FIG.2-2  Lb. reuteri の代謝フラックスの比較 
 
G6P; glucose-6-phosphate, 6PG; 6-phosphogluconate, Xu5P xylulose-5-phosphate, 
AcP; acetyl phosphate, AcCoA; acetyl-CoA, F6P; fructose-6-phosphate, FBP; fructose-
1,6-bisphosphate, DHAP; dihydroxyacetone-phosphate, GA3P; glyceraldehyde-3-
phosphate. 
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2.3.4 Lactobacillus reuteri のアミノ酸代謝 
 
LDH 以外の NAD+再生系と解糖系以外の ATP 生産系を利用しているか調べる
ために、培養上清のアミノ酸を分析した。TABLE 2-7 に示した比速度を見積
もった区間の始点と終点における各アミノ酸の濃度の差を、その間に増加した
菌体量で除した値を各培養において算出し、比較した。流加培養における菌体
当たりのアルギニン消費量は回分培養に比べて、グルコースを糖源とした場合
には 2 倍、スクロースを糖源とした場合には 4 倍高かった。流加培養において
は、アルギニンとほぼ等モルのオルニチンと 2 当量に近いアンモニアが生産さ
れていたので、ADI 経路の利用が示唆された（TABLE 2-9）。解糖系、酢酸生産
経路、ADI 経路から得られる ATP 量を算出し、各培養における ATP 生産の貢
献度を比較した。解糖系から得られる ATP 量は、解糖系に流れるヘキソースの
モル量の倍量と仮定し、解糖系に流入するヘキソース量は、ヘキソースとして
消費されるモル量からマンニトール、フルクトース、多糖の生産経路に流れた
量を差し引き、算出した。 酢酸生産では酢酸量と等モルの ATP 量が得られる
とし、総 ATP 量は、解糖系、酢酸生産、ADI 経路によって得られる ATP の総
量として算出した。その結果、スクロース流加培養では ADI 経路の寄与率が 7
割以上を占めることが分かった（TABLE 2-10）。 
他のアミノ酸（アラニン、リジン、プロリン、グルタミン酸）についても多
少の増減は確認されたが、アルギニンほどの顕著な差は生じなかった（TABLE 
2-11）。 
 
 
 
 
 
 
 
  
TABLE 2-9 Lb. reuteri のアルギニン代謝の比較 [mmol⋅g-cell-1] 
Culture 
method 
Carbon 
source 
Arginine 
Consumed 
Ornithine  
Produced 
Ammonia 
Produced 
Batch Glucose 6.9 8.2 12.1 
 Sucrose 4.9 1.2 3.0 
Fed-batch Glucose 12.3 12.0 21.3 
 Sucrose 17.4 18.2 28.5 
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TABLE 2-11 Lb. reuteri のアミノ酸代謝の比較 [mmol⋅L-1] 
Sugar source Glucose Sucrose 
Culture mode Batch Fed-batch Batch Fed-batch 
Culture time [h] 0 2.5 0 2.5 0 2.5 0 2.5 
Cell [g-cell⋅L-1] 0.22 0.49 0.22 0.35 0.31 0.67 0.23 0.40 
Asp 2.6 2.5 2.6 2.5 2.7 2.4 2.5 2.4 
Thr 1.9 1.8 1.9 1.9 2.0 1.6 1.8 1.8 
Ser 3.0 2.7 3.1 2.9 3.2 2.4 2.9 2.8 
Glu 2.6 3.1 2.7 3.0 2.9 3.6 2.5 3.2 
Gly 2.2 2.0 2.2 2.1 2.3 0.9 2.2 2.0 
Ala 3.6 3.5 3.5 3.5 3.7 3.1 3.2 3.2 
Cys-Cys 0.3 0.2 0.3 0.2 0.3 0.2 0.3 0.2 
Val 2.7 2.7 2.7 2.7 2.8 2.5 2.5 2.5 
Met 0.7 0.7 0.7 0.6 0.7 0.6 0.6 0.6 
Ile 1.6 1.5 1.6 1.5 1.7 1.3 1.5 1.4 
Leu 3.6 3.5 3.6 3.5 3.8 3.2 3.3 3.4 
Tyr 0.7 0.6 0.7 0.6 0.7 0.6 0.6 0.6 
Phe 1.7 1.6 1.7 1.6 1.8 1.4 1.5 1.5 
Lys 3.0 2.7 3.0 2.6 3.2 2.8 2.8 2.3 
His 1.1 1.2 1.3 1.3 1.2 1.2 1.2 1.7 
Arg 7.8 5.1 7.9 4.1 8.3 5.7 7.1 0.0 
Pro 4.8 5.3 5.3 5.4 5.6 5.3 4.4 5.3 
Orn 0.2 3.4 0.2 3.9 0.1 0.7 0.4 8.0 
 
  
TABLE 2-10 各培養における ATP 生産経路の貢献度の比較 [mmol] 
Culture 
method 
Carbon 
source 
Glycolysis 
Acetate 
production 
ADI 
pathway 
Total ADI/Total 
Batch Glucose 3.14 0.81 0.32 4.27 0.08 
 Sucrose 5.77 1.95 0.06 7.78 0.01 
Fed-batch Glucose 0.63 0.00 0.37 1.00 0.37 
 Sucrose 0.24 0.00 0.63 0.87 0.72 
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2.3.5 ガラクトースの流加による乳酸生産の抑制 
 
2.3.1 において、スクロース流加培養によって、複数株の乳酸生産が抑制され
た。しかし、乳酸菌の中にはスクロースを代謝できない菌株も存在する。スク
ロース以外を糖源とした流加培養においても、同様に乳酸生産が抑制できれば、
幅広い菌株への適用が可能となる。そこで、スクロース糖源では増殖を示さない
Lb. rhamnosus ATCC 53105 と Lc. lactis MG 1363 を用いて、スクロース以外を糖源
とした流加培養によって、乳酸生産が抑制できるか試みた。回分培養においてグ
ルコースと同程度の良好な増殖を示したガラクトースを糖源として、2.3.1 と同
様、回分培養および流加培養における乳酸生産の比較を行った（TABLE 2-12）。 
増殖菌体当たりの乳酸生産量 YL/Xは、両菌株ともに、ガラクトースの流加培養
において最も低下した。グルコースの回分培養における YL/Xを 100%とすると、
Lb. rhamnosus ではガラクトースの回分培養によって YL/Xは 73%に抑制され、ガラ
クトースを流加することでさらに 36%まで抑えられた。Lc. lactis MG 1363 では、
ガラクトースの回分培養においても YL/Xは 40%に抑えられ、ガラクトースの流加
培養によってさらに 11%まで抑制された。また、グルコースを糖源とした流加培
養においても YL/Xは 15%まで抑制され、Lc. lactis MG 1363 では糖源の違いよりも
培養方法の違いの方が乳酸生産に与える影響の方が大きいことが分かった。 
 
µ; 比増殖速度、ρL; 乳酸比生産速度、YL/X; 菌体当たりの乳酸量、 Relative YX/S; 各
菌株におけるグルコース回分培養での菌体当たりの乳酸量に対する相対値 
※比速度は回帰分析によって求めたグラフの傾きと、その 95%信頼限界である。 
TABLE 2-12 各菌株の比速度、乳酸生産の比較 
Strain 
Culture 
method 
Carbon 
source 
µ 
[h−1] 
ρL 
[g⋅g-cell-1⋅h-1] 
YL/X 
[g⋅g-cell-1] 
Relative  
YX/S 
[%] 
Lb. rhamnosus  Batch Glucose 0.43±0.06 3.10±0.18 7.21±0.16 100 
ATCC 53105  Galactose 0.34±0.08 1.78±0.39 5.24±0.01  73 
 Fed-batch Glucose 0.17±0.04 1.08±0.07 6.35±0.35  88 
  Galactose 0.16±0.00 0.41±0.05 2.56±0.16  36 
Lc. lactis Batch Glucose 0.61±0.17 5.86±0.81 9.61±1.96 100 
MG 1363  Galactose 0.30±0.02 1.16±0.39 3.87±0.57  40 
 Fed-batch Glucose 0.23±0.04 0.34±0.54 1.48±0.26  15 
  Galactose 0.23±0.06 0.25±0.45 1.09±0.17  11 
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2.4 考察 
 
本章では、解糖系のフラックスを制限することで、LDH 以外の NAD+再生系
に対する代替経路の寄与率を相対的に高めるため、流加培養を採用した。ま
た、糖源をグルコースからスクロースに変更することで、グルコースによる上
述の代謝経路の抑制を軽減できるか試みた。その結果、スクロースを流加する
ことによって、スクロースを炭素源として増殖できる 5 菌株全てにおいて、増
殖菌体量当たりの乳酸量が抑制されることが分かった。乳酸生産の抑制率は菌
株によって様々であったが、最も乳酸の生産が抑制されたのは Lb. reuteri で
あった。代謝フラックス解析の結果、Lb. reuteri における乳酸生産の抑制に
は、以下の 2 つの要因が関係していると考えられた。 
まず、LDH の代わりにマンニトールデドロゲナーゼ（MDH）が NAD+の再生
に寄与していた。Lb. reuteri では、スクロースから生じたフルクトースがマン
ニトールデドロゲナーゼ（MDH）によってマンニトールに変換される際に、
NADH から NAD+が 1 分子再生される 18)。しかし、マンニトールだけでなく、
フラクトースが培地に蓄積したことから、MDH の能力はそれほど大きくはな
いと考えられる。回分培養よりも流加培養で菌体当たりの乳酸生産が抑制され
たのは、解糖系のフラックスを制限することによって、NAD+の再生に占める
MDH の寄与が相対的に増大したためだと考えられる。本章の場合、スクロー
スを流加すると、消費した糖の炭素のうち 43%がマンニトールに流れており、
これによって再生される NAD+が解糖系で消費される NAD+の大半を補ったこ
とが乳酸生産の抑制につながったと考えられる。さらに、Lb. reuteri が保有す
るスクロースホスホリラーゼは、ATP の代わりに無機リン酸塩でスクロースの
グルコース部分をリン酸化できることが報告されている 26)。したがって、スク
ロースの 1 分子がスクロースホスホリラーゼによって分解されると、グルコー
ス 2 分子を糖源とした場合と比較して、解糖に必要な ATP を 1 分子節約できる
ため、これによっても菌体当たりの乳酸生産の抑制につながった可能性が高
い。 
第二に、流加培養によって ATP の生産に占める ADI 経路の寄与が増加した
ことである。ADI 経路では、アルギニンがアルギニンデイミナーゼによってシ
トルリンとアンモニアに分解され、シトルリンがオルニチンカルバモイルトラ
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ンスフェラーゼによってカルバモイルリン酸とオルニチンに分解される。生成
したカルバモイルリン酸はカルバモイルリン酸キナーゼによってアンモニアと
二酸化炭素に分解され、この過程で 1 分子の ATP を生産する 11)。KEGG による
と 30)、Lb. reuteri はこれらの酵素の遺伝子を全て保有している。流加培養で
は、スクロースおよびグルコース両糖源ともにアルギニンが顕著に消費されて
おり、ほぼ等モルのオルニチンと 2 当量に近いアンモニアが生産されたこと
は、ADI 経路が働いていることを支持している。ADI 経路は発酵性糖の非存在
下では機能しないが、高濃度の糖存在下では抑制されることが報告されている
11,13)。本章では、流加培養によって発酵性糖を連続的に供給し、かつ、その濃
度を低く維持したため ADI 経路が活性化したと考察された。さらに、グルコー
スを糖源とした流加培養と比較して、スクロースを糖源とした流加培養では菌
体当たりのアルギニン消費量が増加したことは、グルコースによる ADI 経路の
抑制がさらに軽減できたことを示唆している。 
以上より、Lb. reuteri におけるスクロース流加培養では、マンニトール生成
による NAD+再生系と ADI 経路による ATP 生産系のフラックスの両方が増加し
たことが乳酸生産の抑制につながったと考えられた。Lb. reuteri に次いでスク
ロース流加培養によって乳酸生産が抑制された Lc. lactis は、ADI 経路に関与す
る遺伝子は保有しているが、MDH は保有していない 30)。他の 3 菌株に関して
は、両者ともに保有していない。このことから、乳酸生産の抑制率は、その菌
株がもつ代替経路の利用率に依存すると考えられる。 
乳酸菌の主な NAD+再生系は LDH であるが、2,3-ブタンジオール、アセトイ
ン、ジアセチルなどを生成する経路によっても NAD+を再生できることが知られ
ており、これらの経路は LDH 遺伝子が破壊すると活性化されることが報告され
ている 49-51)。一部の菌株では、酸素を電子受容体として利用することで NAD+を
再生することが分かっている 15,16,52-55)。Lb. reuteri はグリセロールから 1,3-プロパ
ンジオールを生産する過程で NAD+を再生することが知られている 56,57)。3 モル
当量のグリセロールがグルコースと指数的に共供給された場合、Lb. reuteri JCM 
1112 による乳酸生産は、グルコースを炭素源とした回分培養の 3 分の 1 に低下
する 57)。また、乳酸菌は ADI 経路以外にも ATP 生産系をもつ。例えば、酢酸生
産や、グルタミン酸やアスパラギン酸の脱炭酸反応により F1Fo-ATPase を介して
ATP を生産することもできる 36,57)。スクロース流加培養で顕著に乳酸生産が抑制
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されなかった菌株は、このような代替経路を保有していない、もしくは代替経路
を利用するための条件が不十分であったことが考えられる。例えば、膜結合型
NADH オキシダーゼをもつ菌株に適度に酸素を与えるなどして、各々の菌株が
もつ LDH や解糖系の代替となる NAD+再生系や ATP 生産系が利用しやすい条件
を設定することで、Lb. reuteri 以外の菌株においてもさらに乳酸生産を抑制でき
る可能性がある。また、スクロースを代謝できない Lb. rhamnosus ATCC 53105 と
Lc. lactis MG 1363 では、ガラクトースを糖源として流加することで、スクロー
スと同様に乳酸生産が抑制できることを見出した（TABLE 2-12）。これより、ス
クロース以外の糖源においても、LDH や解糖系の代替経路が活性化されること
が示唆された。したがって、それぞれの菌株に適した糖源を選択し、かつその菌
株に適した条件下で流加培養を行えば、幅広い菌株を対象とした乳酸生産の抑制
が期待でき、乳酸菌の高密度培養および高効率の物質生産の発展につながるだろ
う。 
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第 3 章 
好気的スクロース流加培養による乳酸菌の乳酸生産の抑制 
 
要約 
 
解糖系以外の ATP 生産系または LDH 以外の NAD+再生系を利用して増殖す
ることで、乳酸菌の乳酸生産は抑制される。また高密度培養を目指す上では、
乳酸のような副生産物が生じると、阻害的に働く可能性が高く、また、有機物
を副生すれば、対糖菌体収率は悪化するので、副生産物として有機物を生じな
い代替経路を利用することが重要となる。そこで、副生産物として水しか生じ
ない NADH オキシダーゼによる NAD+再生系に着目した。この経路では酸素を
受容体として、一分子の O2 に対して 2 分子の NAD+が再生される。本章では、
好気的培養による増殖の向上が数多く報告されている Lactobacillus plantarum 
NCIMB 8826 を用いて、好気条件下でスクロース流加培養を行い、無通気条件
下または回分培養との乳酸生産を比較した。その結果、増殖菌体当たりの乳酸
生産量は、無通気条件下のスクロース流加培養ではグルコース回分培養の 70%
ほどの抑制であったのに対し、好気条件下におけるスクロース流加培養では
36%にまで抑制された。また、菌体収率に関しても、無通気のスクロース流加
培養では 0.23 g-cell⋅g-1であったが、好気条件下でスクロースを流加すると、0.33 
g-cell⋅g-1に増加した。また、回分培養における菌体収率と比較すると 2 倍以上に
増加することが分かった。また、ジャーファーメンタースケールにおいて、比
増殖速度が乳酸比生産速度および菌体収率に与える影響を調べたところ、比増
殖速度 µ を 0.1 h-1 以下に維持することで、ほとんど乳酸を生産せずに増殖し、
解糖系で消費する NAD+の大部分を NADH オキシダーゼによって再生できたこ
とが示唆された。 
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3.1 緒言 
  
第 2 章では、スクロースを糖源とした流加培養によって、グルコースによる
代替経路の抑制を回避し、複数の乳酸菌株において乳酸生産を抑制して培養す
ることができた。しかし、乳酸生産の抑制率は菌株によって異なり、抑制率の
低い菌株では代替経路が十分な能力を持っていないか、利用できる条件が整っ
ていなかった可能性が高い。また、高密度培養を目指す上では代替経路を利用
できたとしても、その経路の代謝産物が蓄積すれば、乳酸と同様に増殖阻害の
要因となり得る。 
そこで本章では、副生成物として水しか生じない NADH オキシダーゼによる
NAD+再生系に着目した 15,16)。LDH の代替経路として NADH オキシダーゼに
よって NAD+を再生することができれば、副生産物による増殖阻害を受けず、
高濃度の乳酸菌培養が期待できる（FIG. 3-1）。しかし、この経路についても上
述したように高濃度の糖による抑制がかかる。呼吸経路をもつ酵母の場合、解
糖系で必要となる NAD+を、好気条件下では呼吸によって、嫌気条件下ではア
ルコールデヒドロゲナーゼ（ADH）によって再生する。しかし、好気条件下で
あっても、解糖系のフラックスが大きくなる高濃度の糖の存在下では、必要な
NAD+を呼吸によって再生することができず、ADH による NAD+再生が必要に
なり、エタノールが副生する 21-24)。エタノールの生産は、乳酸菌による乳酸生
産と同様に、消費糖当たりの菌体収率の低下を引き起こす。このため、パン用
酵母の産業的な培養においては、エタノールの生産が抑制され、かつ菌体収率
が最大となる比増殖速度に設定した流加培養によって、高密度培養が行われて
いる。 
乳酸菌は、呼吸鎖やカタラーゼを保有しない通性嫌気性微生物として認識さ
れてきた。しかし、Lactobacillus plantarum や Lactococcus lactis は好気的に培養
すれば、菌体収量が向上することが報告されている 52,59-61)。本章では、好気的
に培養できることが数多く報告されている Lactobacillus plantarum NCIMB 8826 
59,60)をモデル菌株として、好気的にスクロースを流加することによって、さら
なる乳酸生産の抑制を試みた。また、工業的生産を視野に入れ、乳酸生産を抑
制し、かつ迅速に高濃度の菌体が得られる最適の比増殖速度を求めるため、比
増殖速度が乳酸生産および菌体収率に与える影響を検証した。 
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FIG. 3-1 NADH オキシダーゼでの NAD+再生の代替による乳酸生産の抑制 
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3.2 実験材料及び実験方法 
 
3.2.1 使用菌株・使用試薬 
1) 使用試薬 
記載のない試薬に関しては富士フイルム和光純薬工業株式会社から購入した。 
 
2) 使用菌株 
Lactobacillus plantarum NCIMB 8826 を使用した。MRS 培地（TABLE 1-3）で
静置培養し（30°C, 18 h）、遠心分離（4°C, 8,000×g, 10 min）によって回収した
菌体を 15%（w/v）glycerol を含む MRS 培地で懸濁し、フローズンストックと
して−80°C で保存した。 
 
3.2.2 培地作製 
 
1) 本培地 
250 mL 容メディウム瓶を用いた小スケール培養においては、回分培養は糖濃
度 20 g⋅L-1、流加培養では糖を含まない MRS 培地（全量 100 mL）を本培地とし
た（第 2 章 TABLE 2-2 参照）。消泡剤（3.0% (w/v) Antifoam SI）を添加して
オートクレーブ滅菌した。ジャーファーメンタースケールでは、本培地は 10 
g⋅L-1 スクロースを含む MRS 培地（全量 800 mL）を本培地とした。消泡剤
（7.3% (w/v) Antifoam SI）3 mL を添加し、オートクレーブ滅菌した（121°C, 15 
min）。オートクレーブ後、過酸化水素の蓄積を防ぐため、ろ過滅菌したカタ
ラーゼ（レオネット F プラス（1 分間に 1 µmol の H2O2 を分解する活性を 1 
CtUN としたとき、65,000 CtUN⋅g-1 ）、ナガセケムテックス）を添加した。 
MRS 培地の作製については第 2 章と同様に、クエン酸三アンモニウム、酢酸ナ
トリウム、リン酸水素二カリウム、Tween80 を 10 倍濃度で混合したストック溶
液、硫酸マグネシウム七水和物と硫酸マンガン五水和物を 50 倍濃度で混合し
たストック溶液を、培地作製時にエキス類と併せて混合した。 
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2) 流加培地 
流加培地は小スケール培養では 20 g⋅L-1 スクロースを含む MRS 培地（全量
100 mL）、ジャーファーメンタースケールでは 250～300 g⋅L-1 スクロースを含む
MRS 培地（全量 500 mL）を使用した。スクロースはメイラード反応を防ぐた
め、他の成分とは別でオートクレーブ滅菌した（121°C, 15 min）。スクロース以
外の成分は、終濃度の 2 倍濃度で作製し、消泡剤を加えて滅菌した。スクロー
ス溶液も終濃度の 2 倍濃度で作製し、滅菌後に両者を 1：1 の割合で混合し、
流加培地とした。 
 
 
 
 
  
TABLE 3-1 培地組成（ジャーファースケール） 
 
本培地 
g⋅L-1 
流加培地 
g⋅L-1 
BactoTM Peptone (BD) 10 10 
Beef extract (BD) 10 10 
Yeast extract (BD) 5.0 5.0 
Ammonium citrate 2.0 2.0 
Sodium acetate・3H2O 8.3 8.3 
MgSO4・7H2O 0.2 0.2 
MnSO4・5H2O 0.05       0.05 
Dipotassium hydrogen phosphate 2.0 2.0 
Tween 80 1.0 1.0 
Sucrose 10 250-300 
Catalase 0.5 ml⋅L-1 - 
消泡剤（7.3% (w/v) Antifoam SI） 3.8 ml⋅L-1       3.8 ml⋅L-1 
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3.2.3 培養方法 
 
1) 小スケール培養 
前培養は 250 mL 容のメジウム瓶に 100 mL の培地を入れ、常温にて解凍した
フローズンストックを 0.1%（v/v）植菌し、30°C にて一晩静置培養した。 
本培養は、第 2 章と同様に、複合型発酵用 pH 電極（Able、F635-B-160 ）を
装着した 250 mL 容のメジウム瓶に、回分培養は糖濃度 20 g⋅L-1MRS 培地、流加
培養は糖を添加していない MRS 培地 100 mL を入れて本培地とした。前培養液
から遠心分離（4°C, 8,000×g, 5 min）により回収した菌体を生理食塩水で洗浄
し、OD660＝2 となるように本培地に植菌した。植菌後、30°C に設定した恒温
槽でマグネチックスターラーにより、メジウム瓶に入れた長さ 3 cm のスター
ラーバーを 500 rpm で攪拌して培養した。好気条件下での流加培養では、エア
ポンプ SA-1200S（寿工芸）を用いて 0.1 L⋅min-1 で通気を行った。 
3 M NaOH を試験管 (φ18 mm×180 mm) に入れ、pH コントローラーで pH を
6.5 に制御して攪拌培養した。流加培地は 250 mL 容のメジウム瓶に 100 mL 入
れ、定量送液ポンプ MP-2000 （東京理化器械）を用いて流加した。流速 F 
(L⋅h-1)は(3-1)式で与えられる。 
 
F(t)=
μ*V0X0
SFYX/S
exp (μ*t)       (3-1) 
 
ただし、µ∗は目標の比増殖速度 (h-1)、V0 は初期液量 (L)、X0 は初期菌体濃度 
(g⋅L-1)、SFは流加培地の糖濃度 (g⋅L-1)、YX/Sは菌体収率 (g-cell⋅g-glucose-1)、t は
培養時間 (h) である。しかし、実際にその値で流加をすると、ポンプの目盛り
は 1 時間に 1 回のみの調節であるため、想定よりも少ない流加量になってしま
う。そのため、t 時間目から t+1 時間目の流加速度は t 時間目と t+1 時間目の流
加速度の平均値に設定した。 
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2) ジャーファーメンター培養 
2 L容ジャーファーメンター（丸菱バイオエンジ）を使用した。フローズンス
トック溶液800 µLを本培地（800 mL）に植菌した。12 M NaOH溶液でpHを6.5
に制御し、1.0 L⋅min-1、500 rpmで通気攪拌しながらまず15時間の回分培養を
行った。回分培養後の菌体濃度と液量をそれぞれX0とV0として式 (3-1)より流速
を算出し、定量送液ポンプMP-2000を用いて流加を開始した。 
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3.2.4 培養槽とサンプリンング 
 
1)  小スケール培養 
 本培地は、回分培養では 250 mL 容のメジウム瓶 （Pyrex、口径 30 mm）に 10
号のシリコンゴム栓を装着し、pH 調整用、サンプリング用、排気用の計 3 本の
ステンレスチューブ （内径 2 mm、外径 4 mm）と pH 電極を取り付けた。無通
気の流加培養では流加用のステンレスチューブを追加した計 4 本を取り付けた
（第 2 章、FIG.2-1 参照）。好気条件では、流加用と通気用のステンレスチューブ
を追加した計 5 本のステンレスチューブを取り付けた。また、通気用ステンレス
チューブには自作のスパージャー （一端を縛り錐で数十カ所に穴を空けたシリ
コンチューブ （Asone、内径 2 mm、外径 4 mm））を取り付け、エアポンプ SA-
1200S（寿工芸）で通気した。流加培地は、250 mL 容メジウム瓶 (Pyrex、口径
30 mm) に 10 号のシリコンゴム栓を装着し、流加用と排気用のステンレス
チューブを取り付けた。3 M NaOH を入れた試験管は 5 号のシリコン栓に NaOH
添加用と排気用のステンレスチューブを取り付けた（FIG.3-1）。 
FIG. 3-1 通気条件下の流加培養における培養器の概略図 
1: 本培地容器、2: 流加培地容器、3: 3 M NaOH、4: 恒温槽、5: pH 電極、6: サ
ンプリングライン、7: 排気ライン、8: 通気ライン、×: ピンチコック 
pH コントローラー 
マグネチックスターラー 
定量送液ポンプ 
1 2 
3 
4 
6 
7 
エアーポンプ 流量計 
8 
5 
7 
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2) ジャーファーメンタースケール培養 
 培養槽上蓋にスパージャーと攪拌部を取り付け、スパージャー下部からの距
離が 48.0 mm となるようにノギスを用いて攪拌羽根を固定した（FIG.3-2）。pH
電極、DO 電極は、培地中に浸るように培養槽上蓋に装着した。また、流加用
のラインとして、シリコンゴム栓に装着したステンレスチューブにシリコン
チューブを取りつけ、1 L 容メジウム瓶 (Pyrex、口径 30 mm) と接続した。滅
菌後、スクロース溶液とスクロース以外の MRS 培地成分を混合して調製した
流加培地を、クリーンベンチ内でメジウム瓶に注ぎ入れた。また、pH 調整ラ
インとして、シリコンゴム栓に装着したステンレスチューブにシリコンチュー
ブを取りつけ、 250 mL 容メジウム瓶 (Pyrex、口径 30 mm) と接続した。滅菌
後、 12 M NaOH 溶液を容器に必要量入れた。pH 制御は、pH コントローラー
HBM-100A 型（東亜 DKK）を用いて pH 6.5 に制御し、溶存酸素は DO コント
ローラーMK-750DO（オートマチックシステムリサーチ）を用いて、モニタリ
ングした。 
FIG. 3-2 ジャーファーメンターを用いた流加培養における培養器の概略図 
1: pH 電極、2: DO 電極、3: サンプリングライン、4: 通気ライン（スパー
ジャー）、5: pH 調整ライン、6: 流加ライン、7: 排気ライン 
6 
定量送液ポンプ 
1 2 
4 
5 3 
攪拌羽
 
泡切羽
 
48.0 mm 
流加培地 
7 
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3.2.5 比速度と収率の算出 
 
 第 1 章の 1.2.6 と第 2 章の 2.2.5 と同様に、比増殖速度（µ）、乳酸比生産速度
（ρ）、菌体収率（Yx/s）を算出した。 
 
3.2.6 代謝物分析 
 
1) 菌体濃度の測定 
 サンプルの濁度は、分光光度計 U-1850 (島津製作所) を用いて、波長 660 nm
における濁度を測定した。菌体濃度は OD660=1 の培養液 1 L 中に乾燥菌体が
0.25 g 含まれるとして濁度から求めた。本章で扱う菌体重量は全て乾燥重量で
ある。 
 
2) グルコース、スクロース、乳酸の測定 
 グルコース、スクロース、乳酸は、バイオセンサ BF-5 (王子計測機器) を用
いて測定した。測定方法は第 1 章 1.2.4 と同様である。図表中の示す乳酸濃度
は L-乳酸と D-乳酸の総量から算出した。 
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3.3 結果 
3.3.1 好気的スクロース流加培養における乳酸生産の抑制 
 
NADH オキシダーゼを NAD+再生系として利用することによって、乳酸生産を
抑制できるか検証するため、好気条件下でスクロース流加培養を行った。試験区
は、①無通気条件下におけるグルコース回分培養、②スクロース回分培養、③ス
クロース流加培養、④好気条件下のスクロース流加培養とし、増殖および乳酸生
産を比較した。試験区①は対照とする従来の培養法で、試験区②では糖源をスク
ロースに変更することによりグルコース抑制を解除した効果を、試験区③はグル
コース抑制の解除に加えて流加培養で解糖系のフラックスを制限する効果を、試
験区④ではスクロース流加培養を好気的に行うことによって酸素を電子受容体と
する NAD+再生の効果をそれぞれ検証した。TABLE 3-3 に示す結果は、少なくと
も 2 回以上の培養を行い、再現性の確認を行った。 
無通気条件下におけるグルコース回分培養における増殖菌体量当たりの乳酸生
産量 YL/Xを 100%としたとき、スクロース回分培養では 92%、スクロース流加培
養では 70%にしか抑制できなかったのに対し、好気条件下でスクロース流加培
養を行ったところ、36%まで抑制された（TABLE 3-3）。菌体収率に関しても、
無通気の流加培養では 0.23 g-cell⋅g-1 であったが、好気的流加培養では 0.33 g-
cell⋅g-1 に増加した。また、回分培養における菌体収率と比較すると好気的流加培
養では 2 倍以上に増加した。しかし、好気的な流加培養を行っても、完全に乳酸
生産を抑制することはなかった。これは解糖系に必要な NAD+を NADH オキシ
ダーゼだけでは賄うことができず、乳酸生産が起こったためだと考察された。 
µ; 比増殖速度、 ρL; 乳酸比生産速度、YL/X; 菌体当たりの乳酸量、YX/S; 菌体収率  
Relative YX/S; グルコース回分培養における菌体当たりの乳酸量に対する相対値 
※比速度は回帰分析によって求めたグラフの傾きと、その 95%信頼限界である。 
TABLE 3-3 Lb. plantarum の比速度、乳酸生産の比較 
Culture 
method 
Carbon 
source 
aeration 
µ 
[h−1] 
ρL 
[g⋅g-cell-1⋅h-1] 
YL/X 
[g⋅g-cell-1] 
YX/S  
[g-cell⋅g-1] 
Relative YX/S 
[%] 
Batch Glucose − 0.37±0.03 3.39±0.49 9.41±0.61 0.14±0.00 100 
 Sucrose − 0.36±0.03 3.38±0.40 8.70±0.59 0.14±0.03  92 
Fed-batch Sucrose − 0.22±0.01 1.40±0.06 6.58±0.08 0.23±0.01  70 
 Sucrose + 0.25±0.01 0.84±0.08 3.37±0.06 0.33±0.02  36 
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3.3.2 比増殖速度が乳酸生産および菌体収率に与える影響  
 
3.3.1 では、好気条件下での流加培養によって、解糖系のフラックスを制限
し、NAD+再生系に占める NADH オキシダーゼの寄与を大きくすれば、従来の
培養方法である回分培養に比べて大幅に乳酸生産を抑制できることが分かっ
た。しかし、完全に乳酸生産を抑制することはできず、これは解糖系の NAD+
消費が NADH オキシダーゼによる NAD+再生を上回り、LDH によって NAD+が
再生されたためだと推測された。比増殖速度を十分低くすれば、菌体当たり時
間当たりに与える基質量が減り、結果として解糖系のフラックスを抑えること
ができ、乳酸生産が抑制でき、菌体収率も向上すると考えられるが、培養に長
い時間を要する。逆に、比増殖速度を大きくすれば培養時間は短縮できるが、
乳酸を著量に生産し、菌体収率は低下する。したがって、乳酸菌を迅速に、か
つ乳酸を生産させないように培養するには、NADH オキシダーゼをはじめとす
る NAD+再生系の能力を上回らない範囲に解糖系での NAD+消費を抑える必要
がある。TABLE 3-3 における好気的スクロース流加培養において観測された比
増殖速度は 0.25 h−1 であり、NADH オキシダーゼのみで NAD+を再生するに
は、さらに比増殖速度の設定を下げる必要がある。そこで、この最適な比増殖
速度を検討するため、様々な比増殖速度で Lb. plantarum NCIMB 8826 を培養
し、比増殖速度が乳酸比生産速度及び菌体収率に与える影響を調べた。 
目標の比増殖速度 µ*を 0.10、0.20、0.25、0.27、0.35 h-1 に設定してスクロー
スの好気的な流加培養を行ったところ、それぞれ、比増殖速度 0.08、0.10、
0.20、0.25、0.27、0.33 h-1 で増殖した。それぞれ乳酸比生産速度および菌体収
率を算出し（TABLE 3-4）、回分培養で得られたデータと共に、それぞれの比増
殖速度に対してプロットしたものを FIG.3-3 に示した。その結果、比増殖速度
の低下に伴い乳酸比生産速度は低下し、µ が 0.1 h-1 以下になると、乳酸生産は
ほとんど起こらず、解糖系で消費する NAD+の大部分を NADH オキシダーゼに
よって再生できたと考えられる。一方、菌体収率 YX/S は比増殖速度の低下に伴
い増加し、µ が 0.2 h-1の時に最大の 0.45 g-cell⋅g-1 となり、回分培養における菌
体収率 0.13 g-cell⋅g-1 の 3 倍以上に向上した。 
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FIG.3-3 比増殖速度、乳酸比生産速度、菌体収率の関係 
 
µ; 比増殖速度、ρL; 乳酸比生産速度、YX/S; 菌体収率  
※比速度は回帰分析によって求めたグラフの傾きと、その 95%信頼限界である。 
 
 
µ*; 設定した比増殖速度、µ; 比増殖速度、ρL; 乳酸比生産速度、YL/X; 菌体当た
りの乳酸量、YX/S; 菌体収率 、Relative YX/S; グルコース回分培養における菌体
当たりの乳酸量に対する相対値 
※比速度は回帰分析によって求めたグラフの傾きと、その 95%信頼限界である。 
 
TABLE 3-4 各比増殖速度における乳酸生産、菌体収率 
Culture 
method 
µ* 
[h−1] 
µ 
[h−1] 
ρL 
[g⋅g-cell-1⋅h-1] 
YL/X 
[g⋅g-cell-1] 
YX/S  
[g-cell⋅g-1] 
Relative  
YX/S 
 [%] 
Fed-batch 0.10 0.08±0.01 -0.07±0.10 -0.80±1.31 0.42±0.04 0 
 0.10 0.10±0.01 0.07±0.07 0.76±0.84 0.42±0.04 16 
 0.20 0.20±0.02 0.28±0.11 1.38±0.37 0.45±0.05 29 
 0.25 0.25±0.07 1.03±0.08 4.06±0.79 0.27±0.05 84 
 0.27 0.27±0.04 0.69±0.25 2.54±0.51 0.30±0.03 53 
 0.35 0.33±0.07 1.38±0.29 4.11±0.07 0.23±0.02 85 
Batch  0.53±0.14 2.58±0.51 4.83±0.30 0.13±0.03 100 
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3.4 考察 
 
 これまでの研究より、ATP 生産または NAD+再生に対する代替経路の寄与率
を増加させるほど乳酸生産を抑えた培養が可能となることが示唆された。しか
し、実際に高密度培養を目指す上では、乳酸のような副生産物が生じると、阻
害的に働く可能性が高く、また、有機物を副生すれば、対糖菌体収率は悪化す
るので、副生産物として有機物を生じない代替経路を利用する必要がある。そ
こで本章では、NADH オキシダーゼによる NAD＋再生系に着目した 15,16)。この
NAD＋再生系における副生産物は水のみであり、代替経路の寄与率が増加した
としても副生産物の蓄積によって阻害を受けることがない。また、消費した糖
から得られる炭素源を副生成物の生産ではなく菌体生産に利用できるという利
点もある。Lb. plantarum をモデル菌株として、好気的に流加培養を行うことに
よって、NADH オキシダーゼを利用した乳酸生産の抑制を試みた。 
無通気条件下におけるグルコース回分培養における増殖菌体量当たりの乳酸
生産量 YL/Xを 100%としたとき、スクロース回分培養では 92%、スクロース流
加培養では 70%にしか抑制できなかったのに対し、好気条件下でスクロース流
加培養を行ったところ、36%まで抑制された。しかし、好気条件下においても
完全に乳酸生産を抑制することはできなかった。これは、NADH オキシダーゼ
のみでは解糖系で必要となる NAD＋を再生できず、LDH にその再生を依存した
ためだと考えられる。細胞が代謝を維持するには NAD+の酸化還元バランスが
重要となる。細胞の主たるエネルギー生産系である解糖系を利用するために
は、GAPDH の補酵素である NAD+が適切に供給されなければならない。呼吸
系をもつ細胞は酸素を電子受容体として NAD+を再生できるが、呼吸系が利用
できない場合、別の経路で NAD+を再生しなければならない。酵母ではアル
コールデヒドロゲナーゼ(ADH)、乳酸菌では LDH を主として NAD+を再生し、
結果としてそれぞれエタノールと乳酸が生産される。NAD+はこれら以外の経
路でも再生できるが、それぞれのフラックスはそれほど大きくない。エタノー
ルや乳酸の生産は菌体収率の低下を招くため、代替経路の NAD+再生能力を越
えないように、解糖系に流れるフラックスを制限する必要がある。 
FIG. 3-5 は、好気条件においてグルコースを増殖制限基質とした S. cerevisiae
の連続培養した際の比増殖速度 µ（＝希釈率 D）[h-1 ]と菌体濃度 X [g-cell‧L-
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1 ]、対糖菌体収率 YX/S [g-cell‧g-glucose-1 ]、O2 比消費速度 QO2 [mmol‧g-cell-1‧h-
1]，CO2 比生成速度 QCO2 [mmol‧g-cell-1‧h-1]、呼吸商 RQ（= QCO2/QO2）の関係を
示している 21)。FIG. 3-4 では、µ が 0.25 h-1以下では YX/S は 0.5 g-cell‧g-glucose-
1 と一定で、RQ = 1 に保たれていることが分かる。一方、µ =が 0.25 h-1 以上で
は好気発酵に伴う QCO2 の上昇と QO2 低下によって、RQ 値は急激に上昇し、
YX/S は低下している。これらの知見を活用し、S. cerevisiae の工業生産プロセス
においては、排気ガスの酸素と二酸化炭素の濃度をオンライン計測し、RQ 値
が 1 を超えないように基質の供給速度を制御することによって、アルコールの
生産を抑制する RQ 制御と呼ばれる手法で、高密度培養を実現している。 
 
 
FIG.3-4 酵母の連続培養における比増殖速度と呼吸商の関係 21) 
 
そこで、乳酸菌も同様に、乳酸を生産しない最大の比増殖速度を求めるた
め、比増殖速度、乳酸比生産速度、菌体収率の関係性を調べた。Lb. plantarum
の場合、µ が 0.1 h-1 を超えると乳酸生産がはじまり、比増殖速度の増加に伴い
乳酸比生産速度が増加し、菌体収率が低下する結果となった（FIG. 3-3）。これ
は、S. cerevisiae における関係性とも類似する結果である。したがって、乳酸菌
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も同様に、最適の比増殖速度に制御することで、迅速かつ乳酸生産が起こらな
いように、高濃度まで培養できる可能性が示された。 
しかしながら、Lb. plantarum の乳酸生産が起こらない最大比増殖速度は µ が
0.1 h-1 以下であり、目的の菌体量まで到達するにはかなりの時間を要する。さ
らなる効率的な培養を目指す上では、乳酸生産が起こらない最大比増殖速度を
増加させ、より短時間で高濃度の菌体を得ることが望ましい。そこで挙げられ
るのが呼吸代謝の強化である。呼吸鎖は、①電子供与体である NADH デヒドロ
ゲナーゼ、②電子受容体であるシトクロームオキシダーゼ、③NADH デヒドロ
ゲナーゼからシトクロームオキシダーゼに電子を伝達するメナキノンの 3 つで
構成される。NADH デヒドロゲナーゼによる NAD+再生に加え、呼吸鎖の働き
によって放出されたプロトンを利用し、ATP 合成酵素によって ATP が生産さ
れる。シトクロームオキシダーゼはヘムの存在によって機能するが、乳酸菌は
ヘムやメナキノン生合成に関連する遺伝子を保有しないため、これまで呼吸代
謝は行わないとされてきた。しかし、一部の菌株ではヘムやメナキノンを添加
することで、呼吸代謝を行うことが知られている 54,55)。本章で使用した Lb. 
plantarum NCIMB 8826 株に関しても、ヘムとメナキノンを添加することで、増
殖が向上することが報告されており 59,60)、これは呼吸能が増大したことを意味
する。したがって、ヘムやメナキノンを添加した培地を用いて、好気的にスク
ロース流加培養を行うことで、乳酸を生産しない最大の比増殖速度を増加さ
せ、より迅速に乳酸菌を高濃度まで培養できることが示唆される。Lc. lactis や
Leuc. mesenteroides など一部の乳酸菌は、メナキノン生合成能をもつため、ヘム
の添加のみで呼吸代謝が可能となり、増殖が向上することが報告されている
54,55)。一方で、Lb. sakei や Lactobacillus achidophilus など、ヘムやメナキノンを
添加しても全く呼吸能が機能しない菌株も存在する。また、酸素を利用できた
としても、H2O2 発生型の NADH オキシダーゼを保有する菌株では培養中に
H2O2 が発生し、これに起因する活性酸素により増殖阻害を起こす例もある 59-
62)。このように、乳酸菌といっても菌株によってその性質は多種多様であり、
酸素への適応能力も菌株によって異なる。したがって、呼吸代謝を利用した高
密度培養を目指す上では、各菌株に適した呼吸代謝の増強および酸素障害の回
避が必要である。酸素障害を回避する方法としては、カタラーゼの添加、マン
ガン添加による細胞内マンガンイオンそのものによるスーパーオキシドの消去
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が挙げられる 59,61)。また、乳酸菌の多くはグルタチオン（GSH）生合成系を欠
くが、GSH 依存性のスーパーオキシドディスムターゼ活性（活性酸素種を分解
する）をもつ菌株もあるため、GSH の添加による酸素障害の回避も期待できる
62)。 
微生物の増殖停止は、必要な基質がなくなる、もしくは、阻害物が蓄積する
など増殖に不適切な環境になることが原因である。高密度培養を実現するに
は、これらをクリアする必要があるが、増殖に必須な栄養素は菌株ごとに異な
るため、各々の菌株で検証する必要がある。しかしながら、上述したように、
ヘム・メナキノン添加による呼吸活性の増強、酸素障害の回避は、乳酸菌をい
くつかのタイプ別に分類し、各々のタイプに適した対策を提案することで、幅
広い菌株の高密度培養への足掛かりとなるだろう。 
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総括 
  
乳酸菌はさまざまな発酵食品の製造に用いられ、免疫賦活や整腸作用、生活
習慣病の予防など、プロバイオティクスとしての機能にも期待が高まってい
る。そのため、コストを抑えた乳酸菌の高密度培養技術が求められているが、
培養中に蓄積する乳酸が原因で、乳酸菌を高濃度まで培養することは困難であ
る。これまで蓄積した乳酸を除去する検討は行われてきたが、本研究では乳酸
菌の乳酸生産を抑えた培養を試みた。 
 
乳酸生産を抑制するためには、①解糖系以外の NAD+の消費を伴わない ATP
生産系、もしくは②LDH 以外の NAD+再生系を利用すればよい（①②の経路を
以下、代替経路と総称する）。しかし、これらの代替経路は培地にグルコース
が存在すれば抑制されてしまう。第 1 章では、スクロースを炭素源とすること
で、解糖系以外の ATP 生産が活性化し、乳酸生産が抑制されることを見出し
た。これよりグルコース以外の糖を炭素源とすれば、代替経路にかかる抑制で
きることが示唆された。第 2 章では、解糖系以外の ATP 生産系に加え、LDH
以外の NAD+再生系を活性化させるため、スクロースを炭素源とした流加培養
を行った。グルコース回分培養における菌体量当たりの乳酸量を 100%とし
て、スクロース流加培養における菌体量当たりの乳酸量を比較したところ、Lb. 
reuteri では 24%、Lc. lactis では 46%、Lb. gasseri では 72%、Lb. plantarum では
74%、Lb. paracasei では 84%に抑制された。また、この抑制率は、ATP 生産系
および NAD+再生系に対する代替経路の寄与率に依存することが明らかとなっ
た。第 3 章では、複数ある代替経路の中でも NADH オキシダーゼによる NAD+
再生系に着目し、Lb. plantarum について好気的流加培養を行った。無通気条件
下におけるグルコース回分培養における増殖菌体量当たりの乳酸生産量 YL/Xを
100%としたとき、スクロース回分培養では 92%、スクロース流加培養では
70%にしか抑制できなかったのに対し、好気条件下でスクロース流加培養を
行ったところ、36%まで抑制されることが分かった。さらに、比増殖速度 µ を
0.1 h-1 以下に維持すれば、解糖系で要する NAD+を NADH オキシダーゼのみで
再生することが可能となり、完全に乳酸生産が抑制されることを見出した。 
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乳酸菌の培養に汎用される MRS 培地では、pH を制御して培養しても、嫌気
条件での回分培養では、得られる乳酸菌の濃度は 2~3 g-cell⋅L-1 程度である。一
般に微生物の培養では、菌体濃度を高めようとして、それに必要な基質を最初
から培地に全て入れてしまうと、浸透圧が著しく高まり、逆に増殖が阻害され
てしまう。一方、流加培養では基質濃度を常に増殖に適した濃度に維持できる
ため、高濃度まで培養することが可能である。実際に、パン酵母の工業生産に
おいては 50～60 g-cell⋅L-1 の高密度培養に成功している 21)。本研究では、好気
的に流加培養を行えば、NADH オキシダーゼによる NAD+再生によって、阻害
的な代謝産物である乳酸の蓄積が回避できることを示した。今後は、それぞれ
の乳酸菌において要求する栄養素を供給し、酸素障害を回避できるようになれ
ば、乳酸の生成を抑制した高密度培養が実現できるだろう。 
 
自然界において乳酸菌が高濃度のグルコースの存在下で生育することは、ブ
ドウなどの果実を除いては稀である。しかし、これまでの乳酸菌の研究のほと
んどは、グルコースを糖源とした回分培養で行われてきた。乳酸菌の発酵型は
グルコースを炭素源とした回分培養で決定され、乳酸のみを生産するホモ発酵
型とエタノールや酢酸を副生するヘテロ発酵型に分類される。ところが、ホモ
発酵型に分類されている Lc. lactis は、低い比増殖速度で維持すると、酢酸、エ
タノール、ギ酸を副生するヘテロ型にシフトすることが報告されている 63,64)。
これは、グルコース濃度を低く保つことで、酢酸やエタノールなどの副生系が
脱抑制されることを意味している。したがって、グルコースで抑制されない代
謝経路を持っている乳酸菌がヘテロ型と判定されていることとなる。本研究で
は、流加培養によって糖濃度を低く保てば乳酸菌の高密度培養が可能になるこ
とを示したが、これに加えて、回分培養では見落とされてきた新たな乳酸菌の
挙動を観察できることを示した。具体的には、乳酸菌は “消費した糖の 50%
以上を乳酸に代謝する微生物”と定義されているが、乳酸をほとんど生産させ
ない培養ができることを示した。流加培養によって、最適の比増殖速度に維持
することで阻害的な代謝産物を生産させない培養が可能となったことは、高濃
度・高収率の培養への道を拓き、乳酸菌研究および発酵産業のさらなる普及・
発展に貢献するだろう。 
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